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Resume 
La fibrose kystique (FK) est cause par la deficience de la proteine CFTR 
(cystic fibrosis transmembrane conductance regulator). L'absence de cette proteine 
entraine une diminution de la secretion d'ions chlorures et une hyperabsorption de 
sodium au niveau de la surface epitheliale apicale pulmonaire. La combinaison de ces 
deux phenomenes cause ainsi une deshydratation du liquide de surface des voies 
respiratoires (ASL). La depletion du ASL engendre I'epaississement et la 
concentration de la mucine respiratoire, glycoproteine de haut poids moleculaire 
anionique. Cette accumulation de mucine respiratoire entraine une diminution du 
transport mucociliaire, l'un des mecanismes de defense des plus importants. Ainsi, les 
patients FK ont de facon recurrente et persistante des infections chroniques 
pulmonaires aux bacteries Pseudomonas aeruginosa. Par contre, la clairance 
mucociliaire n'est pas le seul systeme de defense au niveau pulmonaire, plusieurs 
proteines antibacteriennes cationiques telles que le lysosyme et les beta-defensines 
ainsi que les neutrophiles permettent l'eradication des pathogenes. Par contre, chez le 
patient FK, ces deux autres phenomenes antibacteriens ne semblent pas etre efficaces. 
Puisque la clef de la pathogenese de la FK semble etre Paccumulation et la 
concentration de la mucine, le but de cette etude a ete de verifier si celle-ci 
interfererait dans les principaux mecanismes de defense pulmonaire soit sur le 
mecanisme bactericide du neutrophile et sur Faction antimicrobienne des peptides 
extracellulaires pulmonaires. 
L'utilisation de colonnes d'affinite a permis de purifier de la mucine 
respiratoire provenant d'expectoration de patients FK ainsi que de la mucine salivaire 
provenant de salive de volontaires sains. Par immunobuvardage de type Western 
(anti-MUC5B, anti-MUC5AC), les mucines ont ete caracterisees. L'utilisation de 
techniques de mortalite bactericide et de phagocytose a demontree 1'effet negatif des 
mucines sur les mecanismes de defense pulmonaire. 
L'ensemble des travaux a demontre que la mucine respiratoire diminuait le 
mecanisme bactericide des neutrophiles humains sans toutefois affecter leur capacite 
de phagocytose et de production d'oxydants. Par contre, l'ensemble des peptides 
antimicrobiens neutrophiles est inhibe en presence de celle-ci. De plus, les deux types 
de mucine causent une diminution de l'activite antimicrobienne de la beta-defensine 2, 
un peptide extracellulaire. Ayant des structures charges de facon opposees (mucine 
negative, peptide positif), l'association et la neutralisation de ceux-ci permettent 
d'expliquer en partie la perte de pouvoir bactericide. 
Finalement, cette etude a demontre que Paccumulation et la concentration de la 
mucine respiratoire chez les patients atteints de FK pourrait diminuer grandement 
leurs capacites de defenses antimicrobiennes tels que les neutrophiles et les proteines 
antibacterienne cationiques extracellulaire via possiblement une neutralisation des 
charges. 
1. Introduction 
1.1 Decouverte de la Fibrose Kystique 
En 1934, Guido Fanconi, pediatre suisse, est le premier a identifier un cas de 
fibrose kystique (FK) du pancreas. Quelques annees plus tard, il publie un article 
demontrant la relation entre la maladie coeliaque, la fibrose kystique du pancreas et les 
bronchiectasies (Fanconi, Uehlinger et al. 1936). En 1938, la decouverte du Dr. 
Fanconi est appuyee. En effet, Dorothy Hansine Andersen, pediatre et pathologiste 
americaine, constate elle aussi, lors d'autopsies chez des enfants, la fibrose kystique 
du pancreas (Andersen 1938). 
Le prochain personnage marquant dans la decouverte de cette maladie est le 
medecin Paul di Sant'Agnese. Celui-ci est le premier a se specialiser dans le domaine 
de la FK. Grace a ce pionnier, cette maladie devient de plus en plus concrete. En fait, 
en 1945, Paul di Sant'Agnese decrit la FK comme etant un desordre metabolique 
complexe avec l'apparition de plusieurs complications. De plus, ce specialiste publie 
le premier article suggerant l'efficacite de la nutrition et de la prise d'antibiotiques 
pour le traitement de la FK. Suite a de nombreuses consultations, Paul di Sant'Agnese 
constate que la transpiration des personnes atteintes de FK est anormalement salee, 
permettant ainsi le developpement du premier test diagnostique, soit le test de la sueur. 
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Dans les annees 1980, deux chercheurs, Paul Quinton et Micheal Knowles, 
demontrent les differences physiologiques entre un sujet sain et un patient atteint de 
FK. Paul Quinton concentrait ses travaux de recherche sur le fonctionnement des 
glandes sudoripares. II cherchait a comprendre le phenomene de la sueur 
anormalement salee chez les patients FK. Grace a la dissection de glandes sudoripares 
de volontaires sains et de sujets atteints de FK, Paul Quinton fut en mesure de 
demontrer que les patients FK possedaient un defaut de permeabilite aux chlorures au 
niveau du canal des glandes sudoripares. Cette permeabilite anormale au chlorure 
entrainait une baisse de reabsorption de sodium puisqu'il y avait un defaut 
d'electroneutralite (Na+, CI"). Ainsi, le sodium et le chlorure n'etaient pas reabsorbed 
normalement, ce qui causait done une forte concentration de NaCl dans la sueur des 
patients FK (Quinton 1983; Quinton 1986). 
De son cote, Micheal Knowles axait ses recherches au niveau des tissus nasaux 
et bronchiques. Par la mesure de la difference de potentiel nasal chez des volontaires 
sains et atteints de FK, il a ete en mesure de demontrer que les patients FK absorbaient 
de maniere excessive le sodium entrainant done une hyperabsorption d'eau et de 
chlorures (Knowles, Carson et al. 1981; Knowles, Gatzy et al. 1983; Knowles, Stutts 
et al. 1983). Sans connaitre la proteine deficiente dans la FK, Paul Quinton et Micheal 
Knowles ont decrit les fonctions de celle-ci a differents niveaux tissulaires, soit les 
glandes sudoripares, les tissus nasaux et les tissus bronchiques. 
Quelques annees plus tard, les connaissances aux niveaux moleculaires et 
genetiques sur la FK ont ete approfondies grace a la recherche intensive de trois 
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chercheurs de renommee: Lap-Chee Tsui, John R. Riordan et Francis Collins. Le 
geneticien moleculaire Lap-Chee Tsui effectuait ses recherches en utilisant la 
genetique inverse, ce qui implique l'analyse statistique de la frequence d'association 
d'une maladie avec des polymorphismes d'ADN (restriction fragment length 
polymorpisms) dans une population definie. En se servant de la methode de la marche 
sur le chromosome, il a pu identifier que le gene de la FK se situait sur le chromosome 
7. Par contre, sans l'utilisation des methodes innovatrices apportees par Francis 
Collins, soit le saut sur le chromosome et la genetique inverse, et sans l'expertise des 
proteines ABC membranaires de John R.Riordan, 1'identification de la proteine 
deficiente aurait ete impossible (Tsui, Zengerling et al. 1986; Kerem, Rommens et al. 
1989; Riordan, Rommens et al. 1989; Rommens, Iannuzzi et al. 1989). Ainsi, c'est en 
1989 que les trois chercheurs decouvrent que la FK etait causee par une mutation dans 
le gene encodant la proteine CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance 
regulator). 
1.2 Incidence et problematique de la FK 
La fibrose kystique est la maladie genetique autosomale recessive la plus 
commune dans le monde occidental. C'est dans la population europeenne, 
particulierement la population caucasienne, que l'incidence se trouve la plus elevee : 
celle-ci se chiffre a une naissance sur 2500. Le nombre de nouveau-nes atteints dans 
la population nord-americaine est plus faible. En fait, l'incidence y est de 1/3,500 
naissances. Cette maladie n'affecte pas seulement ces deux groupes de population 
mais s'etend a tous les groupes ethniques. 
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Tant les hommes que les femmes peuvent etre atteints de cette maladie 
incurable. L'age moyen de survie est d'environ 37 ans. Majoritairement, les causes de 
mortalite/morbidite sont reliees a l'insuffisance pulmonaire. En effet, les patients FK 
sont sensibles aux infections bacteriennes chroniques, principalement a la bacterie 
Pseudomonas ceruginosa. Ces infections entrainent de 1'inflammation chronique, la 
destruction des voies respiratoires, une hypersecretion de mucus et finalement, 
l'obstruction bronchique. L'utilisation de therapies antimicrobiennes, anti-
inflammatoires et de clairance pulmonaire permet la diminution des symptomes et 
l'amelioration de la qualite de vie des patients mais, a ce jour, aucun traitement ne 
possede un pouvoir de guerison. 
Malheureusement, les complications reliees a la FK ne se limitent pas qu'au 
systeme pulmonaire. Plusieurs autres organes, tels que les sinus, le pancreas, le foie et 
les intestins sont affectes. La presence de sinusite, de polypes nasaux, d'insuffisance 
pancreatique, de maladies du foie et de desordres intestinaux allant de l'oesophage 
jusqu'au colon aggrave de beaucoup la complexity et la severite de cette maladie. 
Ainsi, il est done crucial d'axer les recherches afin de mieux saisir Pimportance de la 
proteine deficiente, soit la proteine CFTR, et de comprendre davantage 
l'immunopathologie de la FK afin de decouvrir de meilleurs traitements (Rowe and 
Clancy 2006). 
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1.3 La proteine CFTR 
1.3.1 Sa structure 
Mais qu'est - ce que c'est la proteine CFTR? Tel que mentionne 
precedemment, la FK est causee par la mutation du gene CFTR retrouve sur le long 
bras du chromosome 7, plus precisement au niveau de la region q31. Le gene CFTR 
possede 27 exons et permet, lors de sa transcription, l'apparition d'un ARNmessager 
de 2,5 Kb. Cet ARNmessager encode une proteine de 1480 acides amines ayant un 
poids moleculaire de 168 KDa, nomme la proteine CFTR. 
Cette proteine, appartenant a la superfamille des proteines ABC (ATP-binding 
cassette), est un canal chlorique dependant de la phosphorylation et de la liaison de 
molecules d'ATP. Celle-ci se situe au niveau de la membrane cellulaire apicale et est 
retrouvee dans plusieurs organes comme le poumon, les intestins, le pancreas, le 
tractus hepatobiliaire, les reins, les glandes sudoripares et le systeme genital. 
La proteine CFTR possede deux domaines membranaires (TMD1 et TMD2), 
chacun ayant six segments transmembranaires. Son canal permettant le transport 
d'anions est forme par ses douze segments. Sa conductance, sa permeabilite et son 
ouverture/fermeture semblent etre plus precisement relies aux segments 1, 2, 5, 6 et 
12. Des sites de glycosylation extracellulaire sont presents au niveau des segments 7 
et 8. Deux domaines de liaison aux nucleotides, plus precisement de liaison a l'ATP 
(NBF1 et NBF2), sont egalement presents pour chaque domaine membranaire. Le 
domaine regulateur intracellulaire (domaine R), separant les deux domaines 
membranaires, possede de multiples residus serines generant ainsi des sites de 
phosphorylation permettant Taction des prolines kinases C et A (Sheppard and Welsh 
1999; Hanrahan and Wioland 2004)(figure 1). 
TMD1 
!T?™™f™f™fT^^ 
1-NH-. / ^ ^ 
( NBF1 V - ^ ^ ^ H 
T Sites de grycolysations 
• Sites de phosphorylations 
• Sites de liaisons pour I'ATP 
TMD2 
1 ( NBF2 ) 
' " Membrane plasmique 
— COOH 
Modifie de Murray and Nadel's, Textbook of respiratory medicine, Fourth edition, 
Elsevier Saunders, 2005. 
Figure 1 Schematisation de la proteine CFTR 
La proteine CFTR possede deux domaines membranaires (TDM 1 12) ayant 
chacun 6 segments transmembranaires. Extracellulairement entre les segments 
7 et 8, des sites de glycosylations sont presents. Au niveau intracellulaire, des 
sites de liaisons a l'ATP et des sites de phosphorylations sont retrouv6s 
respectivement sur les domaines NBF 1/2 et sur le domaine regulateur 
(domaine R). 
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1.3.2 Sa regulation 
Pour exercer son role de canal, la proteine CFTR est dependante de la liaison et 
de Phydrolyse de molecules d'ATP ainsi que de la 
phosphorylation/dephosphorylation. Les domaines intracellulaires NBF 1 et 2, plus 
precisement les motifs Walker A et Walker B, etant des sequences hautement 
conservees, sont essentiels a la liaison de l'ATP. En effet, Ie motif Walker A 
(GXXGXGKS/T), par la presence de la lysine, interagit avec le y ou 1' a - phosphate 
de l'ATP et permet son hydrolyse. Le motif Walker B (RXhhhhD, h etant des residus 
hydrophobiques) quant a lui permet la coordination de l'ion divalent Nig2"1" avec l'ATP 
(MgATP) et assure sa liaison. Suite a cette liaison, la phosphorylation des residus 
serines (S660, S700, S737, S795 et S813) du domaine regulateur par la proteine 
kinase A et C est essentielle pour engendrer Pouverture du canal. De plus, la proteine 
CFTR peut etre phosphorylee et activee par des kinases dependantes du GMPc. 
Inversement, Taction des phosphatases alcalines telles que PP2C et PP2A permet la 
dephosphorylation, done la fermeture du pore, et ce meme en presence de MgATP. 
Enfin, par la liaison et l'hydrolyse de l'ATP, la presence de cofacteurs et une balance 
finement regulee des kinases et phosphatases, la proteine CFTR peut exercer sa 
fonction de canal chlorique (Sheppard and Welsh 1999; Hanrahan and Wioland 2004). 
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1.3.3 Sa fonction 
La proteine CFTR permet la regulation du courant chlorique au niveau de 
Perithelium. En fait, l'ouverture et la fermeture de son canal entratnent un flux 
chlorique chez les cellules epitheliales generant ainsi une difference de potentiel trans-
epithelial mesurable. 
Deux canaux ioniques differents sont aussi controles par cette proteine, soit le 
ENaC (canal epithelial sodique) et l'ORCC (outward-rectifying CI" channel). Pour ce 
qui est du ENaC, canal permettant l'absorption de sodium, le CFTR joue le role de 
proteine inhibitrice. Ainsi, selon sa regulation, le ENaC pourra exercer un courant 
sodique au niveau de Perithelium. Ceci concorde avec les resultats obtenus de 
Michael Knowles qui decrivait une hyperabsorption de sodium chez les patients 
atteints de FK. Dans cette situation, la deficience de la proteine CFTR cause une 
suractivation du ENaC, done une absorption excessive de sodium (Stutts, Canessa et 
al. 1995; Stutts, Rossier et al. 1997). Quant a lui, l'ORCC present a la surface des 
cellules epitheliales permet, comme la proteine CFTR, le transport de chlorure a 
travers la membrane cellulaire. Par contre, en absence de celle-ci, l'ORCC ne peut 
exercer sa fonction. En fait, la proteine CFTR permet 1'activation de l'ORCC via la 
phosphorylation par la proteine kinase A et le transport de molecules d'ATP (Jovov, 
Ismailov et al. 1995). Finalement, la proteine CFTR permet aussi la regulation de 
certains canaux potassique (ROMK 1 et ROMK 2) et d'echangeurs ioniques tels que 
i'echangeur Na+/H+ et Pechangeur C17HC03" (Wang 1999). 
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1.3.4 Son expression 
Au niveau pulmonaire, l'expression de la proteine CFTR est hautement 
regulee, c'est-a-dire que differents types cellulaires l'exprimeront mais a divers 
niveaux. La proteine CFTR ainsi que son ARNmessager sont exprimes de facon 
predominate au niveau des glandes submucosales composees de cellules sereuses et 
de cellules mucineuses. En fait, c'est au niveau des cellules sereuses des terminaisons 
distales de la glande que cette expression est la plus abondante. Quant a lui, 
1'epithelium respiratoire exprime faiblement cette proteine. De faibles niveaux sont 
retrouves chez les cellules epitheliales ciliees et les cellules basales intermediaires. 
Une expression minime de la proteine CFTR peut etre egalement remarquee au niveau 
des cellules a goblets, particulierement dans le reticulum endoplasmique (Jiang and 
Engelhardt 1998). Ainsi, etant exprimee dans differents types cellulaires, la proteine 
CFTR peut exercer un flux chlorique par son action de canal et permet principalement 
la regulation du canal ENaC. Ce pouvoir fonctionnel apporte done un 
microenvironnement adequat pour les defenses innees pulmonaires. Afin de mieux 
comprendre 1'importance et le fonctionnement de cette proteine, le concept 
d'immunite innee mucosale pulmonaire sera introduit. 
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1.4 Immunite innee mucosale 
1.4.1 La clairance mucociliaire 
A chaque inspiration, les poumons re9oivent une decharge de contaminants 
constitute principalement de polluants, de particules et de pathogenes. Afin de contrer 
ce phenomene, les voies respiratoires, de la trachee jusqu'aux bronchioles terminales, 
sont munies d'un epithelium cilie permettant en partie la protection des poumons. En 
fait, ce sont les glandes submucosales constitutes des cellules sereuses et des cellules 
mucineuses ainsi que les cellules a goblets et les cellules epitheliales ciliees qui jouent 
le role de premiere ligne de defense dans les voies respiratoires (Verkman, Song et al. 
2003). 
Environ 200 cils sont retrouves a la surface de chaque cellule epitheliale ciliee. 
Etant munis de bras de dyneines, ceux-ci assurent une action motrice grace a la liaison 
et l'hydrolyse de l'ATP. Par la presence des bras de dyneines, les cellules ciliees 
exercent continuellement un battement ciliaire allant des bronchioles vers l'oesophage. 
Pour maintenir un battement ciliaire constant, plusieurs facteurs sont essentiels 
(Wanner, Salathe et al. 1996; Houtmeyers, Gosselink et al. 1999; Chilvers and 
O'Callaghan 2000). 
L'epithelium cilie est recouvert du liquide de surface des voies respiratoires 
(ASL = airways surface liquide). Celui-ci est constitue de deux couches distinctes. La 
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couche superieure est un gel de mucus compose de sel (1%), de mucine respiratoire 
(1%) et d'eau (98%). La mucine respiratoire est produite par les cellules a goblets et 
les cellules mucineuses des glandes submucosales, tandis que le sel et l'eau 
proviennent de la balance d'absorption et de secretion respective d'ions sodium et 
d'ions chlorures. La couche inferieure, quant a elle est nommee le liquide periciliaire 
(PCL = periciliary liquid). Le liquide periciliaire est une solution aqueuse constitute 
majoritairement d'eau et celui-ci est produit principalement par les cellules sereuses 
des glandes submucosales. La composition volumique et ionique de cette couche est 
egalement regulee par la balance d'absorption d'ions sodiums et de secretion d'ions 
chlorures. Ce liquide, par Pintermediaire de calcium intracellulaire et la presence 
d'ATP, permet Paction des bras de dyneines, ce qui engendre un battement ciliaire 
coordonne au niveau des cellules epitheliales ciliees. De plus, le liquide periciliaire 
permet de maintenir le gel de mucus en surface. Ainsi, cette couche ne peut pas 
adherer a la surface epitheliale et n'altere done pas le battement ciliaire (Houtmeyers, 
Gosselink et al. 1999; Chilvers and O'Callaghan 2000). 
Comment la purification peut-elle se faire ? Le gel de mucus etant 
viscoelastique par sa composition en mucine respiratoire permet Pemprisonnement des 
contaminants inspires. Grace au battement ciliaire constant, il y aura ascension du gel 
de mucus vers Poesophage emportant avec lui les particules indesirables et permettant 
la sterilite des voies respiratoires. L'union de ces deux phenomenes, soit le battement 
ciliaire et la couche de gel de mucus, est appelee clairance mucociliaire (figure 2). 
C'est a ce moment que la proteine CFTR prend toute son importance. 
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Murray and Nadel's, Textbook of respiratory medicine, Fourth edition, 
Elsevier Saunders, 2005 
Figure 2 Fonctionnement du transport mucociliaire 
Le ASL est compose du PCL et du gel de mucus. Le gel de mucus permet 
Pemprisonnement des pathogenes et des oxydants tandis que le PCL assure un 
battement ciliaire constant. Ainsi, le gel de mucus et les particules ind^sirables 
seront entrained vers Poesophage et excretes des voies respiratoires. 
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Afin que la clairance mucociliaire soit optimale, le liquide de surface 
recouvrant l'epithelium pulmonaire (PCL et le gel de mucus) doit etre finement regule. 
En effet, la balance d'absorption d'ions sodium et de secretion d'ions chlorures doit 
etre ideale pour maintenir le volume du liquide de surface constant. Ainsi, le 
mecanisme de clairance mucociliaire sera fonctionnel. C'est la proteine CFTR qui 
regule la composition du liquide de surface par son action de canal chlorique 
(Houtmeyers, Gosselink et al. 1999; Chilvers and O'Callaghan 2000). 
Lorsque la proteine CFTR est inactive, ceci cause une accumulation d'ions 
chlorures dans les sous-muqueuses puisque son canal est ferme. Pour neutraliser 
Parrivee de charges negatives, presence des ions chlorures, la proteine CFTR, inhibee 
permet done l'activation et l'ouverture du canal ENaC. L'ouverture du canal cause 
l'absorption de sodium retablissant la neutralite de charges. De plus, par la presence 
des aquaporines, l'eau retrouvee a la surface des cellules sera aussi attiree et absorbee 
vers les sous-muqueuses. Inversement, lors de l'activation de la proteine CFTR, le 
courant chlorique ira vers l'exterieur assurant la neutralisation des charges causee par 
l'inhibition du canal ENaC (accumulation d'ions sodium a la surface cellulaire) et 
entrainant l'eau vers la surface des cellules epitheliales. Par son activation et son 
inhibition, la proteine CFTR regule a la fois la secretion d'ions chlorures et 
l'absorption d'ions sodiums via son action sur le canal ENaC. Par cette balance, il y 
aura absorption ou secretion d'eau permettant de conferer au liquide de surface une 
composition volumique constante (figure 3). Ainsi, le liquide periciliaire sera hydrate 
de facon adequate, occasionnant done une viscoelasticite et une concentration 
optimale de la mucine respiratoire presente dans la couche de mucus. Cette 
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hydratation favorise le battement ciliaire et l'expulsion du mucus rendant le 
mecanisme de clairance mucociliaire optimale (Boucher 2007). 
High/Normal Low ASL Volume 
Figure 3 Importance de la proteine CFTR dans le transport mucociliaire 
A gauche, 1'inhibition de la proline CFTR entraine une accumulation d'ions 
chlorures dans les sous-muqueuse ainsi que Pabsorption d'ions sodium via 
l'activation du canal ENaC. Inhibee, la prot6ine CFTR favorise le passage 
d'eau afin de diminuer le volume du ASL. Inversement, le schema de droite 
repr^sente l'activation de la proteine CFTR qui engendre la secretion d'ions 
chlorure a la surface epitheliale et 1'inhibition du canal ENaC. L'activation et 
Pinhibition de la proteine CFTR regule done, la composition volumique et 
ionique du ASL (Murray and Nadel's, Textbook of respiratory medicine, 
Fourth edition, Elsevier Saunders, 2005). 
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Malgre sa grande efficacite d'action, la clairance mucociliaire ne constitue pas 
la seule barriere immune innee pour assurer la sterilite des poumons. En fait, le 
phenomene de clairance est supporte par la presence de proteines antimicrobiennes 
retrouvees au niveau du ASL. 
1.4.2 Les peptides antimicrobiens 
Les proteines antimicrobiennes ont ete decouvertes depuis de nombreuses 
annees. En fait, en 1920, Alexander Fleming a ete le premier a identifier la presence de 
ces proteines dans les secretions nasales et pulmonaires. Malgre ces d6couvertes, c'est 
seulement depuis quelques annees que la recherche accorde une importance a celles-ci. 
Le terme «peptide antimicrobien » represente un large eventail de petites 
proteines, ou peptides, possedant la capacite d'eradiquer les pathogenes bacteriens, 
fongiques ainsi que certains types de virus enveloppes. Ceux-ci peuvent etre retrouves 
a plusieurs endroits tels que la peau, les reins, le tractus gastro-intestinal, le systeme 
respiratoire, le systeme lymphatique et le systeme urogenital. Dans cette presente 
section, uniquement les peptides retrouves au niveau pulmonaire seront discutes 
(Gallo, Murakami et al. 2002). 
Le ASL contient plusieurs peptides/proteines antimicrobiens produits et 
secretes par les cellules des glandes submucosales et/ou les cellules epitheliales. Le 
lysosyme, la lactoferrine et le SLPI (secretory leukocyte proteinase inhibitor) sont les 
trois peptides/proteines retrouves en plus forte concentration allant de l'ordre du ug/ml 
16 
jusqu'au mg/ml. Plusieurs autres peptides comme la phospholipase A2, les proteines 
A/D du surfactant, les defensines (a, P), les cathelicidines (LL37), le BPI (bacterial 
permeability-inducing protein), les peroxidases et les peptides anioniques sont 
egalement presents et permettent de contrecarrer les infections pulmonaires en agissant 
de facon additive ou synergique. Le lysosyme et les P-defensines seront le principal 
sujet d'interet. 
1.4.2.1 Les defensines 
Les defensines sont des petites proteines cationiques antibacteriennes 
composees de 28 a 43 acides amines ayant un poids moleculaire de 3,5 a 4,5 KDa. 
Celles-ci possedent six a huit residus de cysteines entrainant la formation de ponts 
disulfures. Leurs differences de structures et d'alignement des ponts disulfures ont 
permis de les classifier en trois families distinctes soit les a, P et 9 defensines. La sous-
famille P sera majoritairement discutee puisqu'un seul membre des a-defensines est 
present dans les poumons et que la sous-famille 9 n'appartient, pour l'instant, qu'a 
l'espece des macaques. 
La sous-famille P contient trois membres, tous presents dans le ASL, soit 
HBD1, HBD2 et HBD3 (HBD = human beta defensin). Chacune d'entre elles est 
encodee par un gene different produisant une preproproteine qui, lorsque clivee, 
engendre un peptide mature (portion C-terminale) par un mecanisme inconnu. Les 
HBD2 et HBD3 sont seulement presentes en condition d'infection ou d'inflammation, 
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demontrant que leur expression est inductible. Contrairement aux autres, la HBD1 
possede une expression constitutive qui est non modulable en condition similaire. 
Les P-defensines possedent la capacite de combattre les pathogenes grace a 
leur forte concentration de charges positives. En moyenne, neuf residus positifs tels 
que l'arginine, la lysine et l'histidine, seront retrouves dans leur sequence. Les 
charges positives permettent aux P-defensines de se Her a la membrane anionique des 
bacteries a Gram positif et/ou a Gram negatif. Cette interaction dectrostatique 
destabilise la membrane bacterienne, cause la liberation du contenu cellulaire et 
finalement, entraine leur mort. Enfin, la formation d'un pore par les P-defensines au 
niveau de la membrane bacterienne est une autre possibility envisageable expliquant 
leur fonction antimicrobienne (Schutte and McCray 2002). 
En plus d'exercer une action directe sur les pathogenes, les P-defensines 
permettent une interaction entre le systeme immun inne et le systeme immun adaptatif. 
En effet, par leur liaison au recepteur CCR6 (chemokine (C-C motif) receptor 6), ces 
peptides antimicrobiens recrutent, par leur pouvoir chemoattractant, les cellules 
dendritiques immatures et les cellules T memoires au site d'infection ou 
d'inflammation (Yang, Chertov et al. 1999). De plus, les P-defensines, plus 
precisement la HBD2, est egalement impliquee dans les reactions allergiques. En effet, 
celle-ci entraine la liberation d'histamines et de prostaglandines D2 chez les cellules 
mastocytaires via la mobilisation du Ca2+ intracellulaire dependante des proteines G 
(Gja et/ou Goa) (Niyonsaba, Someya et al. 2001). En resume, la sous-famille des p-
defensines participe a la defense des voies respiratoires en agissant directement sur les 
pathogenes et en recrutant des cellules inflammatoires. Evidemment, les defensines ne 
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sont pas les seuls peptides ayant ce pouvoir d'action, d'autres proteines 
antimicrobiennes agissent de facon semblable, et parmi eux, le lysosyme est 
particulierement abondant a la surface epitheliale des bronches. 
1.4.2.2 Le lysosyme 
Le lysosyme a ete identifie pour la premiere fois par Alexander Flemming en 
1922 (Fleming 1922). Ce peptide antibacterien, preserve au cours de revolution, est 
retrouve chez plusieurs organismes tels que les bacteries, les virus, les insectes, les 
plantes et les mammiferes. Chez l'homme, la salive, Purine, le lait maternel, les 
secretions des oreilles, respiratoires ainsi que cervicales contiennent tous du lysosyme. 
Au niveau pulmonaire, la synthese et la secretion de ce peptide sont assurees par les 
cellules sereuses des glandes submucosales et les cellules epitheliales, permettant de 
retrouver des concentrations significatives dans les lavages bronchoalveolaires 
(lOug/ml) et dans les expectorations pulmonaires (lmg/ml) (Travis, Conway et al. 
1999). 
Comme on peut le constater, le lysosyme est situe a des endroits strategiques, 
c'est-a-dire ceux les plus susceptibles a 1'infection. De plus, sa conservation lors de 
revolution montre ainsi son importance dans les defenses innees. 
Sa structure primaire a ete elucidee en 1960 et par le fait meme, cette proteine 
antimicrobienne a ete utilisee comme modele afin d'etudier les structures et les 
fonctions enzymatiques. En effet, contrairement aux defensines, le lysosyme, nomme 
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aussi muramidase (N-acetylmuranoyl peptidoglycan hydrolyase), est un enzyme (E.C 
3.2.1.17). Cet enzyme, ayant un poids moleculaire de 14,5 Kda, possede une chaine 
polypeptique constituee de deux domaines, soit le domaine a et (3, qui sont tous les 
deux relies par une longue helice a, ceci permettant done la formation de son site actif. 
Le principal substrat du lysosyme est le peptidoglycan, composante majeure de la 
membrane bacterienne, expliquant ainsi son activite antimicrobienne. Plus 
precisement, le lysosyme clive le lien glycoside entre le carbone 1 (CI) de l'acide n-
acetyl muramique et le carbone 4 (C4) du N-acetylglucosamine, causant done une 
degradation de la paroi, la lyse membranaire et la mortalite bacterienne. 
II existe deux grandes categories de bacteries, soit les bacteries a Gram positif 
et les bacteries a Gram negatif. Les bacteries a Gram positif sont les plus sensibles a 
Pactivite du lysosyme. Ce phenomene est associe a la composition de leur paroi. La 
paroi des bacteries a Gram positif est constituee de 90% de peptidoglycans, soit 40 
couches de peptidoglycans possedant des chaines d'acides teichoi'ques et 
lipoteichoiques. Contrairement a eux, la membrane des bacteries a Gram negatif n'est 
formee que de 10% de peptidoglycans sans acide teichoi'que. De plus, les 
peptidoglycans presents sont proteges par la presence d'une bicouche membranaire 
entourant la cellule, appelee membrane externe. Cette membrane externe permet de 
limiter Faeces du lysosyme, done d'empecher le site catalytique de rencontrer son 
substrat. Cette caracteristique membranaire permet ainsi aux bacteries a Gram negatif 
d'etre resistantes au lysosyme, contrairement aux bacteries a Gram positif ou les 
couches de peptidoglycans sont completement exposees. 
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Differents groupes ont cherche a comprendre pourquoi certaines bacteries a 
Gram negatif etaient susceptibles au lysosyme malgre la presence protectrice de 
l'autre membrane. En fait, une accumulation de donnees et d'experiences variees a 
permis de demontrer que l'activite antimicrobienne du lysosyme provenait non 
seulement de son pouvoir catalytique mais aussi d'un mecanisme independant 
(Ibrahim, Aoki et al. 2002; Masschalck and Michiels 2003). 
Le premier groupe a observer ce phenomene a ete celui de Laible et Germaine. 
En denaturant le lysosyme par traitement au DTT (dithiotreitol), le lysosyme etait ainsi 
depourvu d'activite enzymatique, mais possedait tout de meme son potentiel 
antibacterien. Afin d'approfondir ce mecanisme, Laible et Germaine ont traite une 
deuxieme fois le lysosyme natif et denature au DTT avec le chitotriose, inhibiteur 
competitif de l'activite enzymatique du lysosyme et des peptides cationiques (poly-L-
arginine, poly-D-lysine). De facon interessante, cette procedure entrainait une 
diminution de l'activite antibacterienne pour les deux types de lysosymes. Ce groupe a 
done ete en mesure d'affirmer que Taction antimicrobienne du lysosyme provenait a 
la fois de son activite catalytique et de sa propriete cationique (Laible and Germaine 
1985). 
Egalement, par denaturation a la chaleur et mutagenese dirigee, Ibrahim et ses 
collegues ont demontre que le lysosyme possedait une activite antibacterienne 
lorsqu'il etait exempt de son site catalytique. Ceux-ci conclurent aussi que le 
lysosyme, par interference electrostatique, liait les composantes anioniques de la 
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membrane bacterienne, entrainant sa destabilisation et, enfin la mortalite des bacteries 
(Ibrahim, Hisgashiguchi et al. 1996; Ibrahim, Matsuzaki et al. 2001). 
Le lysosyme, tout comme les defensines, permet done l'eradication des 
bacteries. Par son activite enzymatique, celui-ci entrainera principalement la 
destruction des bacteries a Gram positif. Par contre, etant fortement charge 
cationiquement, le lysosyme sera en mesure de se specialiser pour certaines souches 
de bacteries a Gram negatif et/ou positif. La presence et Taction synergique et/ou 
additive de ces deux peptides antimicrobiens au niveau des voies respiratoires assurent 
ainsi leur protection en contrecarrant un large eventail de souches bacteriennes. 
Finalement, le lysosyme possede lui aussi la capacite de faire un lien entre le 
systeme immun inne et le systeme immun adaptatif. En effet, certains auteurs ont 
observe une augmentation de la capacite phagocytaire chez les neutrophiles 
polymorphonucleaires ainsi que chez les macrophages en presence de lysosyme 
(Kokoshis, Williams et al. 1978). Une stimulation de la proliferation et des fonctions 
antitumorales chez les monocytes a aussi ete remarquee (LeMarbre, Rinehart et al. 
1981). 
Evidemment, malgre leur rapidite et leur efficacite d'action, la clairance 
mucociliaire et les peptides antimicrobiens presents dans l'arbre pulmonaire ne 
constituent pas les seules barrieres employees par le systeme immun inne. 
L'implication des leucocytes polymorphonucleaires est egalement cruciale. 
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1.4.3 Les neutrophiles polymorphonucleaires 
Les neutrophiles polymorphonucleaires, plus communement nommes 
neutrophiles, ont ete decouverts par Elie Metchnikoff. Ces cellules jouent un role 
crucial dans la premiere ligne de defense du systeme immun inne (Segal 2005). En 
fait, lors d'une infection, les neutrophiles quittent la circulation sanguine peripherique 
pour migrer vers les tissus affectes dans les minutes ou les heures qui suivent, etant 
done classifies comme les premiers leucocytes du sang a repondre a l'appel. Les 
neutrophiles exercent leur fonction de defense en eradiquant les microorganismes tels 
que les bacteries, les protozoaires et les champignons microscopiques grace a leurs 
capacites de phagocytose, de generation d'oxydants et de liberation de diverses 
granules. La migration et la destruction des pathogenes mediees par les neutrophiles 
sont des processus complexes composes de plusieurs etapes dont certaines d'entre 
elles dependent de la mobilisation des granules et des vesicules secretrices. Les 
differents sous-types de granules (primaires, secondaires, tertiaires et les vesicules 
secretrices) apportent aux neutrophiles un large eventail de proteines et de molecules 
d'adhesion effectrices essentielles a leurs fonctions (Faurschou and Borregaard 2003). 
C'est durant la differentiation des cellules myeloi'des en cellules 
neutrophiliques que la granulopoi'ese, soit la formation des granules, a lieu. 
Initialement, le myeloblaste se differencie en promyelocyte : a ce stade il y a 
formation des granules primaires (azurophiliques ou positives a la peroxydase) 
contenant une forte quantite de MPO (myeloperoxydase) et de peptides antimicrobiens 
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tels que les a-defensines. La differentiation des myelocytes en metamyelocytes 
entraine la formation des granules secondaires (specifiques): celles-ci sont 
caracterisees par une concentration elevee de peptides antibacteriens (la lactoferrine et 
le lysosyme) et une faible quantite de gelatinases. Inversement, les granules tertiaires 
(gelatinases) produites lors du passage des metamyelocytes en « band cell », comme 
leur nom l'indique, contiennent un taux eleve de gelatinases. De plus, ces granules 
possedent plusieurs proteines, enzymes et recepteurs essentiels a la migration du 
neutrophile au site inflammatoire et a la destruction des microorganismes phagocytes 
tels que les MMPs (metalloproteinases), le cytochrome bssg et les Nrampl (natural 
resistance-associated macrophage protein 1). Finalement, les vesicules secretrices 
sont formees tardivement, c'est-a-dire lors de la differentiation des « band cell » en 
neutrophiles polymorphonucleaires. Ces vesicules constituent une reserve de 
recepteurs membranaires : on y retrouve les L-selectines, les pVintegrines (CDlib, 
CD 18), le CR1 (recepteurs 1 du complement), les recepteurs fMLP (formylmethionyl-
leucyl-phenylalanine) ainsi que les recepteurs CD 14 (recepteur aux acides 
lipoteichoi'ques) (Faurschou and Borregaard 2003). 
Une fois arrives au site d'action, les neutrophiles par la presence de leurs 
recepteurs de reconnaissance (fMLP, CD14, CR1) sont en mesure de phagocyter les 
microorganismes enclenchant ainsi l'activation de leurs mecanismes destructeurs 
dependant et independant de l'oxygene. 
La respiration oxydative generee par la formation et l'activation du complexe 
de la NADPH oxydase (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxydase), 
mecanisme dependant de l'oxygene, engendre la production de divers oxydants au 
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niveau du phagolysosome tandis que la degranulation, constituant le mecanisme 
independant de l'oxygene, permet 1'activation des nombreux peptides et proteines 
antibiotiques. Ainsi la presence d'oxydants et de peptides antibacteriens dans le 
phagolysosome enframe la destruction des pathogenes (Faurschou and Borregaard 
2003). Maintenant, approfondissons davantage ces deux mecanismes forts importants. 
1.4.3.1 La respiration oxydative 
La respiration oxydative, soit la generation de divers oxydants, est assuree par 
le complexe de la NADPH oxydase. Ce complexe heterogene est situe a la membrane 
plasmique des neutrophiles. Lors de la phagocytose, il y a invagination de la 
membrane plasmique permettant la formation d'un phagosome necessaire a 
Femprisonnement des microorganismes. Ainsi, le complexe de la NADPH oxydase 
distribute a la membrane se retrouve egalement au niveau du phagosome (Segal 
2005). 
La generation d'oxydants est un processus fort complexe demandant 
Pinteraction de plusieurs proteines. En fait, la majeure composante du complexe de la 
NADPH oxydase est la proteine flavocytochrome bssg, celle-ci assure le transport 
d'electrons du cytosol vers le phagosome afin d'engendrer la reduction d'oxygene. La 
flavocytochrome b558 est un heterodimere forme des proteines gp91phox et p22phox. La 
proteine gp91phox possede des sites de liaisons pour les proteines FAD (flavin adenine 
dinucleotide) et NADPH a sa portion N-terminale hydrophilique permettant d'assurer 
un apport d'energie. Sa portion C-terminale, quant a elle hydrophilique, est constitute 
de 6 segments transmembranaires ayant plusieurs residus histidines. Ces residus 
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servent de ligand aux groupements hemes entrainant la formation d'un canal 
transporteur d'electrons via 1'interaction de la proteine FAD. Pour ce qui est de la 
proteine p22p ox, celle-ci permet d'assurer un assemblage des sous-unites cytosoliques 
du complexe de la NADPH oxydase par ses sites de liaisons de haute affinite (Segal 
2005). 
D'autres proteines telles que p67phox, p47phox et p40phox composent le complexe 
de la NADPH oxydase. La proteine p67phox interagit avec les proteines racl et rac2 
(famille des GTPases), ligand du GTP (guanosine 5'-triphosphates). Des sites de 
phosphorylation sont retrouves sur la proteine p47phox infiuencant directement la 
fonction de la proteine flavocytochrome bssg. Finalement, la proteine p40phox exerce 
un role de proteine adaptatrice en assurant le transport de la proteine p67phox a la 
membrane phagocytique. Ainsi ayant toutes ses sous-unites, le complexe heterogene 
NADPH oxydase est active (Segal 2005). 
Apres la fermeture du phagosome et l'assemblage du complexe de la NADPH 
oxydase, l'oxygene present dans la vacuole du au transport d'electrons est transforme 
en O2" (radical superoxyde anionique). Cet oxydant est retrouve en fortes 
concentrations allant de l'ordre du uM et peut generer spontanement ou par Taction du 
SOD (superoxyde dismutase ) du H2O2 (peroxyde d'hydrogene). Une autre proteine 
heterodimerique (deux groupements hemes), la MPO, est egalement retrouvee dans le 
phagosome (lOOmg/ml) et permet d'assurer par la presence d'ions chlorures la 
transformation du H2O2 en HOC1 (acide hypochlorite). Selon la litterature, ces trois 
oxydants, soit le 0{, le H2O2 et le HOC1, possedent un pouvoir hautement bactericide 
permettant ainsi la destruction et la mortalite des microorganismes. En effet, les 
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personnes ayant des mutations au niveau des diverses proteines formant le complexe 
de la NADPH oxydase, soit majoritairement les proteines gp91phox et p47phox, ont une 
serieuse immunodeficience nommee la maladie granulomateuse chronique (CGD) 
(Hampton, Kettle et al. 1998; Segal 2005). Cette maladie engendre diverses infections 
chroniques bacteriennes qui seraient principalement causees par un mauvais 
fonctionnement du complexe de la NADPH oxydase, done une absence d'oxydants 
dans le phagosome. Par contre, le concept impliquant que la production d'oxydants 
est cruciale pour agir directement sur la mortalite des microorganismes phagocytes est 
de plus en plus controverse. En fait, le groupe d'Anthony W. Segal a demontre que la 
production d'oxydants est essentielle afin de liberer et d'activer les peptides et 
proteines granulaires qui engendrent la mortalite des pathogenes (Segal 2005). 
1.4.3.2 Les peptides/proteines antimicrobiennes 
Une serie d'experimentations realisees par le groupe de Segal suggere que les 
peptides et proteines granulaires sont la clef de la fonction antimicrobienne chez le 
neutrophile (Belaaouaj, McCarthy et al. 1998; Maclvor, Shapiro et al. 1999; 
Tkalcevic, Novelli et al. 2000; Reeves, Lu et al. 2002). Une etude chez les granules 
neutrophiliques de sujets sains et de sujets atteints de la maladie granulomateuse 
chronique a demontre que l'activite du complexe de la NADPH oxydase affectait 
l'apparence de celles-ci. Egalement, la generation de souris deficientes en peptides 
antibacteriens, tels que la cathepsine G et l'elastase neutrophilique originaires des 
granules primaires et secondaires, a demontre que celles-ci etaient beaucoup plus 
susceptibles a certaines souches bacteriennes, et ce, meme en presence d'un systeme 
de respiration oxydative completement fonctionnel. Ainsi, la generation d'oxydants 
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semble insuffisante pour eradiquer la majorite des microorganismes (Reeves, Lu et al. 
2002). A la lumiere de ces travaux, le groupe de Segal a cherche a comprendre et 
caracteriser le lien entre la respiration oxydative et l'activation du contenu granulaire 
ainsi que leur importance dans le mecanisme bactericide du neutrophile. 
La formation du phagosome autour des microorganismes entraine le 
fusionnement des granules primaires et secondaires (phagolysosome) puis la 
degranulation et l'activation des peptides et proteines antibiotiques dans un laps de 
temps de vingt secondes. Mais pendant cet intervalle que se passe-t il ? Voici la 
question qu'Anthony W. Segal s'est posee et a resolue. 
La generation de O2" entraine une grande depolarisation de la membrane 
phagocytique. Afin de contrecarrer ce phenomene, les O2" sont rapidement 
transformed en H2O2. Par contre, cette transformation immediate consomme, au 
niveau du phagosome, une grande quantite d'ions hydrogenes augmentant ainsi le pH 
a des valeurs de 7.8 a 8. Cette elevation de pH dans la phagolysosome entraine la 
liberation des proteines antibacteriennes des granules acidiques (pH 5), retablissant 
ainsi le pH a un niveau physiologique. Par contre, l'absence d'ions hydrogenes 
demande 1'intervention de deux systemes compensatoires, soit l'activation des canaux 
potassiques dependant du calcium BKCa (large conductance calcium-activated 
potassium channel) et l'activation des canaux chloriques. 
L'entree de potassium au niveau du phagosome compense l'absence des ions 
hydrogenes et est due aux canaux potassiques BKCA tandis que les canaux chloriques 
(canal chlorique homomerique active par la glycine) permettent la sortie d'ions 
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chlorures et entraine une neutralite. Ainsi, trois processus sont done essentiels a la 
liberation et l'activation des peptides/proteines granulaires. En fait, une matrice de 
proteoglycans anioniques est retrouvee au niveau des granules. Cette matrice est 
constituee d'heparine et de chondroitine sulfatee anionique permettant l'ancrage et 
l'inactivation des divers peptides/proteines fortement cationiques. Ainsi, 
Paugmentation de pH et l'accumulation de potassium dans le phagolysosome liberent 
et solubilisent les peptides/proteines cationiques de la matrice anionique. Enfin, la 
sortie d'ions chlorures du phagolysosome engendre l'activation des peptides/proteines 
cationiques puisque ceux-ci sont inactifs en condition d'hypersalinite. Enfin, la 
liberation et l'activation des peptides/proteines amenent la destruction et la mortalite 
des microorganismes (figure 4) (Segal 2005). 
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Figure 4 Processus d'activation des mecanismes 
neutrophile iors de la phagocytose d'un microorganisme. 
bactericides du 
L'activation du complexe de la NADPH oxydase permet la production de ( V 
qui est rapidement transform^ en H2O2. La production de H2O2 diminue la 
quantite d'ions hydrogenes causant une augmentation de pH dans le 
phagolysosome. Les prolines antibacterienne ancrees a la matrice 
glycoproteines peuvent ainsi etre liberees et activees afin d'eiadiquer les 
microorganismes. 
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D'autres experiences de differents groupes ont demontre que Phypertonicite en 
potassium etait essentielle au bon fonctionnement des peptides antimicrobiens et que 
ceux-ci etaient cruciaux pour la digestion et la mortalite des bacteries. En fait, la 
survie des microorganismes phagocytes etait remarquee en utilisant des bloqueurs des 
canaux potassiques BKCA, et ce meme lorsqu'il y avait des quantites normales 
d'oxydants produits (Reeves, Lu et al. 2002; Ahluwalia, Tinker et al. 2004). Ainsi, 
sans potassium au niveau du phagosome, les peptides ne sont pas en mesure d'agir, 
causant done une protection bacterienne. 
En resume, l'ensemble des travaux realises par le groupe d'Anthony W. Segal 
a demontre que les oxydants produits le complexe de la NADPH oxydase sont 
insuffisants pour engendrer la destruction des microorganismes. Par contre, cette 
production dependante de l'oxygene est essentielle afin qu'il y ait degranulation et 
activation des peptides/proteines antimicrobiens qui jouent un role crucial dans la 
mortalite des pathogenes. 
Pour clore, l'immunite innee mucosale est constitute de trois grandes 
composantes: la clairance mucociliaire, la presence de peptides antibacteriens au 
niveau du ASL ainsi que le recrutement et l'activation des neutrophiles. Chacune 
d'entre-elles, de facon plus ou moins similaire, possede la capacite d'eradiquer les 
pathogenes, permettant done la sterilite pulmonaire. Tel que presente au debut de 
cette section, la proteine CFTR permet de reguler la composition volumique et ionique 
du ASL, engendrant done le bon fonctionnement de la clairance mucociliare. Ainsi, la 
presence et Taction de cette proteine sont des atouts dans le systeme inne pulmonaire. 
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Lorsque cette proteine est deTiciente, que se passe t-il ? Les defenses 
pulmonaires sont-elles affectees ? Afm de clarifier ce questionnement, allons verifier 
le systeme inne mucosal chez un patient atteint de la FK. 
1.5 La deficience de la proteine CFTR 
1.5.| Les mutations de la proteine CFTR 
Chez les patients atteints de la FK, la proteine CFTR est mutee, causant un 
defaut de fonctionnalite. En fait, plus de 1000 mutations differentes ont ete 
repertoriees dans le gene encodant la proteine CFTR. Ces diverses mutations ont ete 
classifies en cinq grandes categories. La classe I entraine un phenotype nul, c'est-a-
dire une absence complete de la proteine CFTR. En fait, etant tronque, le transcrit 
d'ARNmessager ne peut etre traduit en proteine. Ce phenomene est cause par un 
epissage alternatif defectueux ou par l'insertion prematuree d'un codon d'arret. Ainsi, 
le transcrit d'ARNmessager est instable et rapidement degrade. Dans le cas de Ja 
classe II, contrairement a la classe I, il y a traduction complete de la proteine et celle-ci 
est inseree au niveau du reticulum endoplasmique. Par contre, etant mutee, la proteine 
CFTR acquiert une mauvaise structure tridimensionnelle, causant sa retention et sa 
degradation. Aucune copie de la proteine CFTR ne sera retrouvee au niveau de la 
membrane apicale epitheliale. Les mutations regroupees dans cette classe sont les plus 
communes, telle que la mutation AF508 (deletion de la phenylalanine en position 508). 
La classe III entratne une production complete de la proteine CFTR, celle-ci est done 
transportee a la membrane plasmique apicale. Par contre, a la membrane, les 
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mutations presentes empechent sa regulation et son action. Par exemple, la liaison de 
1'ATP au domaine NBFs sera impossible, empechant la proteine CFTR d'etre 
permeable aux ions chlorures. Les mutations regroupees dans la classe IV engendrent, 
quant a elles, une proteine CFTR complete situee a la membrane. Celle-ci peut Her et 
hydrolyser l'ATP ainsi qu'etre phosphorylee par les proteines kinases. Par contre, les 
mutations presentes principalement sur les residus arginines retrouves dans les 
segments transmembranaires formant le canal chlorique causent une reduction de la 
conductance chlorique ou une anomalie dans le declenchement de 
l'ouverture/fermeture du canal. Finalement, la classe V engendre une diminution 
partielle ou complete de la proteine normale et fonctionnelle a la membrane. Cette 
diminution est due a des mutations dans le promoteur ou dans les introns (substitution 
de certains acides amines) qui regule Pepissage de l'ARNmessager. Ainsi, la baisse 
d'expression entraine un faible degre d'activite de la proteine (Choo-Kang and Zeitlin 
2000). 
En resume, peu importe la classe de mutations, les patients atteints de FK ont 
peu ou pas d'expression de la proteine CFTR a la membrane epitheliale apicale, 
entrainant une deficience de la conductance chlorique et de la regulation de d'autres 
canaux ioniques. L'absence de cette proteine cause differents niveaux de severite de 
la maladie et engendre des repercussions a la fois directes et indirectes au niveau du 
systeme pulmonaire. 
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1.5.2 Immunopathogenese 
La deficience de la proteine CFTR au niveau du systeme respiratoire engendre 
une immunopathogenese en deux phases, soit la phase immediate et la phase tardive. 
Puisque l'une des fonctions primaires de la proteine CFTR est 1'inhibition du canal 
ENaC, son absence entraine une suractivation de celui-ci. Le canal ENaC etant 
suractive cause une hyperabsorption de sodium au niveau des sous-muqueuses. De 
plus, l'absence de la proteine CFTR empeche la secretion chlorique, done il y a 
egalement une accumulation d'ions chlorures a cet endroit. L'accumulation excessive 
de sodium et de chlorures entraine finalement le passage de l'eau dans la sous-
muqueuse par 1'intermediate des aquaporines. Ainsi, l'hyperabsorption de sodium et 
d'eau asseche le PCL situe a la surface de Perithelium cilie. De plus, l'absence d'ions 
et d'eau affecte le gel de mucus retrouve sur le liquide periciliaire. En fait, la quantite 
d'eau retrouvee dans ce gel est aussi diminuee, amenant la mucine respiratoire a etre 
plus visqueuse et plus concentree. L'epaississement de la couche de mucine ainsi que 
Fassechement du PCL entraine l'affaissement des cils au niveau des cellules 
epitheliales. En absence d'ions adequat et etant affaisses, les cils ne peuvent generer 
un battement ciliaire optimal causant une diminution du transport mucociliaire (figure 
5). 
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Figure 5 Concentration et 6paississement de la murine respiratoire 
pr&ente dans le gel de mucus chez un patient FK 
Lors de la dgficience de la proline CFTR, il y a une accumulation excessive 
d'ions chlorures et d'ions sodium dans la sous-muqueuse via Phyperactivation 
du canal ENaC. L'absence de la proline CFTR cause done une absorption 
excessive d'eau assechant le ASL engendrant la concentration et 
l'epaississement de la mucine respiratoire. La mucine respiratoire fortement 
concentred entraine l'affaissement des cils diminuant ainsi le transport 
mucociliaire. 
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L'inhibition de la clairance mucociliaire combinee avec la forte concentration 
de mucine respiratoire peut engendrer une obstruction pulmonaire. De plus, la mucine 
non eliminee par le processus de clairance mucociliare n'est pas percue par les cellules 
secretrices de mucines, done celles-ci persistent dans leur production et secretion, ceci 
declenchant un cycle vicieux et la phase tardive de la maladie. 
L'assechement du PCL entraine Padherence de la mucine fortement concentree 
sur l'epithelium cilie, causant la formation de plaques de mucine. Ce phenomene 
combine avec la diminution de la clairance mucociliaire favorise la colonisation 
bacterienne, principalement par les bacteries Pseudomonas aeruginosa. De plus, 
1'accumulation de mucine concentree genere des regions hypoxiques pour les bacteries 
entrainant la formation de biofilm, des microcolonies d'exopolysaccharides bacteriens 
favorisant la resistance aux antibiotiques. 
Cette infection bacterienne declenche egalement un recrutement massif et 
excessif de neutrophiles causant une inflammation pulmonaire. De plus, le 
phenomene de NETs (neutrophil extracellular traps) engendre par les neutrophiles 
actives, soit la liberation d'actine et d'ADN, contribue a 1'augmentation de 
l'obstruction bronchique et peut causer de serieux dommages a l'epithelium 
pulmonaire (Brinkmann, Reichard et al. 2004; Lee and Grinstein 2004). Cette 
situation d'inflammation, caracterisee par la presence d'exoproduits bacteriens et de 
mediateurs neutrophiliques, augmente l'expression des genes responsables de la 
synthase de mucine respiratoire et augmente egalement le nombre de cellules a goblets 
et mucineuses, occasionnant une hyperproduction/hypersecretion de mucine et 
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generant un cycle vicieux d'infection/inflammation. Ainsi, les patients FK sont 
atteints de severes obstructions bronchiques, de bronchiectasies et de defaillance 
pulmonaire pouvant mener jusqu'a la mort (Boucher 2002; Perez-Vilar and Boucher 
2004; Boucher 2007). 
En resume, il est clair que la proteine CFTR est essentielle au processus de 
clairance mucociliaire. Par le fait meme, cette clairance est l'un des mecanismes de 
defenses innees le plus important au niveau pulmonaire. En fait, sans lui, les poumons 
ne peuvent pas se departir de la mucine respiratoire et des microorganismes, pouvant 
entrainer une obstruction bronchique, de 1'inflammation et des infections bacteriennes 
chroniques. L'accumulation et l'hyperproduction de mucine semblent etre des 
facteurs clefs dans la pathogenese de la FK. L'etude de cette glycoproteine est done 
essentielle afin de mieux elucider la defaillance du systeme immunitaire FK et 
d'apporter de meilleures strategies therapeutiques. 
1.6 Les mucines respiratoires 
Tel que presente dans les sections precedentes, les mucines respiratoires 
constituent la composante majeure du gel de mucus. Par sa propriete unique de 
viscoelasticite, elles interagissent et capturent les particules, les microorganismes et les 
oxydants pour permettre leur expulsion. II existe une grande variete de mucines 
retrouvee aux poumons mais egalement dans d'autres organes, tel qu'au niveau des 
yeux, des oreilles et du tractus gastro-intestinal. A ces endroits, celles-ci exercent 
aussi un role de protection. Dans cette presente partie, les concepts generaux des 
mucines respiratoires seront presentes. 
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1.6.1 Biosynthese et assemblage 
Suivant 1'expression des divers genes MUC (mucine), il y a formation d'un 
transcrit d'ARNmessager au noyau produisant le squelette de la proteine MUC. Celui-
ci est transporte au reticulum endoplasmique pour permettre la formation des N-
glycolysations et C-mannosylations. De plus a cet endroit, les monomeres de mucine 
se dimerisent par la formation de liens disulfures entre leur domaine C-terminal. Les 
dimeres de mucines sont ensuite transported a l'appareil de Golgi pour permettre la 
generation des O-glycosylations. Une grande partie de la biosynthese des mucines est 
consacree a la formation des O-glycans ou Taction de l'enzyme N-
acetylgalactosaminyl peptidyltransferase est essentielle pour cette etape. En effet, cet 
enzyme transfere un GalNac (N-acetylgalactosamine) sur les residus serines et 
threonines presents dans la sequence de la mucine. De plus, Telongation du O-glycan, 
Pajout de plusieurs hexoses et/ou hexosamines, est assuree par Taction de la 
glycosyltransferase. Finalement, a l'appareil de Golgi, les dimeres de mucines 
s'assemblent en multimeres par des liaisons disulfures entre leurs domaines D et N-
terminal. Une fois completement matures et hautement glycosylees, les mucines sont 
entreposees dans des vesicules secretrices (granules) en attente d'une stimulation pour 
leur secretion (Perez-Vilar and Boucher 2004; Rose and Voynow 2006). 
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1.6.2 Regulation de leur secretion 
Plusieurs agents et mediateurs inflammatoires tels que les agonistes 
cholinergiques, les mediateurs lipidiques, les oxydants, les cytokines et les 
neuropeptides agissent comme secretagogues done, permettent l'exocytose des 
granules de mucines a la surface epitheliale pulmonaire. L'exocytose des granules de 
mucines est regulee principalement par la proteine MARCKS (myristoylated alanine-
rich C-kinase substrate protein), substrat cellulaire majeur de la proteine kinase C. En 
fait, l'activation de la proteine kinase C via la liaison d'un secretagogue a son 
recepteur membranaire entraine la phosphorylation de la proteine MARCKS. Etant 
phosphorylee, celle-ci se libere de la membrane plasmique pour aller vers le 
cytoplasme et Her les granules de mucines via sa portion N-terminale. En plus 
d'activer la proteine kinase C, 1'agent secretagogue engendre egalement l'activation 
des proteines kinase dependantes du GMPc. Ces proteines causent l'activation des 
phosphatases, soit plus precisement la PP2A, et ainsi dephosphoryle la proteine 
MARCKS permettant de stabiliser son interaction avec les granules de mucines. 
Finalement, l'interaction de la proteine MARCKS avec des composantes du 
cytosquelette telles que l'actine et la myosine permet l'association membranaire et la 
liberation extracellulaire des granules de mucines (Li, Martin et al. 2001). Une fois 
produites et secretees, comment distingue-t-on les mucines respiratoires des autres 
glycoproteines ? 
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1.6.3 Classification et caracteristiques des murines 
Les mucines sont des grosses glycoproteines complexes ayant un poids 
moleculaire variable et tres eleve de 2-20x105 Da. Le squelette des mucines est 
compose d'une grande quantite de carbohydrates representant 50-90% de son poids 
total. Dans ce squelette, plusieurs O- et N-glycolysations y sont retrouvees ainsi qu'un 
nombre eleve de tandems repetes riches en residus serines, threonines et prolines. Ces 
tandems repetes sont nommes regions PTS ou domaine mucine et sont generalement 
separes par les domaines riches en cysteines (noeud de cysteines). 
II existe plusieurs types de mucines encodees chacun par un gene different. Ces 
genes sont localises dans plusieurs chromosomes, principalement les chromosomes 1, 
3, 4, 7, 11, 12, 17. Les mucines sont classifiees en deux grandes families, les mucines 
membranaires et les mucines secretees. Comme leur nom l'indique, les mucines 
membranaires sont liees a la membrane plasmique des cellules epitheliales par leur 
domaine transmembranaire. Certaines mucines (MUC 1) de cette classe possedent 
meme une queue cytoplasmique permettant une signalisation intracellulaire. Pour ce 
qui est des mucines secretees, celles-ci sont subdivisees en deux groupes, les mucines 
secretees pauvres en cysteine et les mucines secretees riches en cysteine. 
Les mucines presentes dans le gel de mucus des voies respiratoires font partie 
de la famille des mucines secretees riches en cysteine. En fait, les mucines 
majoritairement retrouvees dans ce gel sont la MUC5AC et la MUC5B. L'une des 
caracteristiques uniques de ces deux types de mucines est la presence de plusieurs 
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tandems repetes riche en serine, threonine et proline. En effet, sur leur structure on 
retrouve 4 a 5 regions repetees en tandem. La serine et la threonine presentes dans les 
tandems repetes sont des sites potentiels de O-glycosylation ; etant retrouvees en 
grande quantite dans la MUC5AC et la MUC5B, ces mucines sont alors hautement 
glycosylees. En fait, la presence des O-glycolysations influence leur grosseur, leur 
forme et leur masse. De plus, ceux-ci permettent la formation de multimeres de 
mucines (une structure en brosse). Les nombreux groupements sulfates retrouves sur 
les O-glycosylations conferent egalement une propriete anionique aux mucines. Enfin, 
la propriete de viscoelasticite du gel de mucus est causee par la presence des mucines 
MUC5AC et MUC5B via leurs nombreuses O-glycosylations (Dekker, Rossen et al. 
2002; Rose and Voynow 2006). 
Les mucines MUC5AC et MUC5B possedent egalement sur leur structure des 
nceuds de cysteines. Cette caracteristique pourrait apporter ainsi une propriete 
antioxydante au gel de mucus (figure 6). 
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Figure 6 Structure et caractlristiques des mucines respiratoires secretees 
presente dans le gel de mucus. 
Les mucines respiratoires prdsentent dans le gel de mucus sont principalement 
les mucines MUC5B et MUC5AC. Tel que represents ci-haut, ces deux types 
de mucines sont ties similaire. Les domaines repels en tandem (bleu) sont 
riches en serine, threonine et proline apportant de nombreux sites de O-
glycosylation (rouge). Les groupements sulfates presents sur les O-
giycosylation conferent une structure anionique a la mucine respiratoire tandis 
que les domaines riches en cysteines (orange) pourraient apporter une propria 
antioxydante. 
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Finalement, la caracteristique fort importante des mucines secretees 
respiratoires est leur possibility d'interaction avec les diverses souches bacteriennes. 
Ce sont les carbohydrates, plus precisement, les acides sialiques et les N-acetyl 
glucosamines presents sur la structure des mucines qui permettent l'adhesion des 
bacteries. En effet, deux groupes ont demontre qu'il y avait une interaction directe 
entre les mucines respiratoires et les bacteries Pseudomonas aeuriginosa. La proteine 
FliD de la flagelline, composante majeure du flagelle des Pseudomonas aeuriginosa, 
est une adhesine specifique pour les mucines respiratoires. De facon precise, la 
proteine FliD interagit avec les domaines Lewis des mucines respiratoires engendrant 
la formation d'un complexe. Cette forte association entre les mucines respiratoires et 
les bacteries facilitant ainsi leur elimination via le transport mucociliaire (Arora, 
Ritchings et al. 1998; Arora, Dasgupta et al. 2000; Ramphal and Arora 2001). 
Finalement, le groupe de Forstner a demontre cette meme interaction bacteries -
mucines mais cette fois-ci avec une souche de Pseudomonas cepacia aujourd'hui 
appele Burkholderia cepacia. Tout comme les autres groupes, celui-ci confirme 
egalement que cette association est causee via les groupements carbohydrates des 
mucines respiratoires et/ou intestinales (Sajjan, Corey et al. 1992). 
1.6.4 Les mucines en condition d'infection/inflammation 
En condition physiologique chez un sujet sain, un niveau basal des mucines 
respiratoires (MUC5AC, MUC5B) est produit et secrete. Par contre, en condition 
d'infection/d' inflammation, la production et la secretion des mucines sont augmentees 
afin de proteger l'epithelium pulmonaire et d'accelerer l'elimination des pathogenes. 
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L'augmentation de secretion et de production des mucines est egalement associee a 
l'activation de la proteine CFTR. En fait, celle-ci permet de reguler la concentration et 
l'epaisseur de la mucine respiratoire via du ASL. 
Plusieurs mediateurs inflammatoires tels que l'IL-4, l'IL-13, l'EGF, le TNF-a, 
l'ATP, l'IL-lp, l'IL-9, l'IL-6, l'IL-17, ainsi que la presence de pathogenes bacteriens 
et/ou d'exoproduits bacteriens tels que le LPS, contribuent a l'augmentation de 
production/secretion des mucines (Thornton and Sheehan 2004). Au depart, il y a 
augmentation de la secretion des granules de mucines via la proteine MARCKS puis 
augmentation de la biosynthese pour permettre la formation de nouvelles granules de 
mucines. L'augmentation de la biosynthese est engendree par l'augmentation de 
l'expression des genes MUC et des genes encodant les enzymes essentielles pour la 
production des mucines. Suivant 1'eradication des pathogenes, le niveau de mucine 
restera eleve quelques jours pour revenir a un taux basal par 1'intermediate des 
mediateurs anti-inflammatoires. 
Chez le patient FK, cette regulation n'est pas retrouvee. En fait, tel que 
mentionne precedemment, la deficience de la proteine CFTR entraine une 
concentration et un epaississement des mucines respiratoires. De plus, le patient etant 
chroniquement infecte se retrouve en condition d'hyperinflammation. Ainsi, il y a une 
secretion et une production chronique des mucines respiratoires allant jusqu'a une 
hyperplasie des cellules a goblets et des glandes submucosales. Etant deficiente, la 
proteine CFTR ne peut reguler la concentration et 1'epaississement des mucines 
respiratoires entrainant ainsi l'accumulation des mucines et la colonisation 
bacterienne. 
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2. Hypothese de recherche 
Les infections pulmonaires chroniques bacteriennes presentes chez les patients 
FK demontrent que ceux-ci possedent un systeme de defense inne diminue. En fait, la 
concentration et Paccumulation de la mucine respiratoire au niveau de I'epithelium 
cause une diminution du transport mucociliaire permettant d'expliquer en partie les 
phenomenes infectieux. Par contre, malgre la presence de peptides antimicrobiens 
extracellulaires et de cellules inflammatoires tels que les neutrophiles, la colonisation 
bacterienne aux Pseudomonas aeruginosa est tres frequente et peu comprise. 
Etant donne que la clef de la pathogenese de la FK semble etre l'accumulation 
et la concentration de la mucine respiratoire et que celle-ci possede la capacite 
d'interagir directement avec les bacteries, nous avons emis l'hypothese que la mucine 
respiratoire de patient FK interfererait dans les principales defenses innees 
pulmonaires. Specifiquement, nous avons voulu verifier si la mucine : 
1) protege les bacteries contre l'activite bactericide des neutrophiles 
2) protege les bacteries contres les oxydants 
3) previent Faction bactericide des peptides et proteines cationiques des 
neutrophiles et de la surface de I'epithelium bronchique. 
En fait, chez le neutrophile de sujets FK lors de la phagocytose des 
microorganismes, une certaine quantite de mucine respiratoire FK pourrait se 
retrouver dans le phagolysosome. Selon notre hypothese, a cet endroit, par sa 
propriete antioxydante, la mucine respiratoire inhiberait le processus de la respiration 
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oxydative et le pouvoir bactericide des divers oxydants generes. De plus, par sa 
propriete anionique, la murine respiratoire neutraliserait egalement les peptides 
antibacteriens granulaires liberes dans le phagolysosome. Finalement, l'interaction de 
la murine respiratoire avec les bacteries pourrait affecter le pouvoir antibacterien des 
peptides et proteines cationiques extracellulaires. Ainsi, la murine respiratoire FK 
inhiberait la capacite antimicrobienne du neutrophile et des peptides antibiotiques 
extracellulaires ce qui favoriserait la forte colonisation bacterienne et les infections 
chroniques presentes chez le patient FK. 
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3. Materiels et Methodes 
3.1 Purification des divers types de murines 
La mucine respiratoire FK 
Afin de purifier la mucine respiratoire, des expectorations de patients FK ont 
ete recueillies et conservees a une temperature de -80°C. Suivant la decongelation des 
expectorations FK celles-ci ont ete liquefiees grace a l'ajout d'une solution tampon 
contenant 0.2 M de NaCl, 10 mM de EDTA, 2mM de Pefabloc et lmg/ml de DNAse 
pH = 7.9, d'une agitation a 37°C pendant lh et une agitation a l'aide d'un barreau 
magnetique de 1 a 2h a la temperature de la piece. Par la suite, une centrifugation a 27 
OOOg pendant 20 minutes a 4°C a ete effectuee. Le surnageant a ete precipite a l'aide 
du sulfate d'ammonium (65% de saturation) et a ete centrifuge une deuxieme fois a 
27 OOOg (Sorvall SUPERSPEED RC 2-B) pendant 5 minutes a 4°C. Le surnageant 
recueilli a ete elue a l'aide d'une colonne PD10 afin de le desaler. Suivant les etapes 
de liquefaction et de precipitation au sulfate d'ammonium, le surnageant de 
Pexpectoration FK a ete depose sur une colonne de Sepharose 4B (dans une solution 
tampon contenant 10 mM de NaPC>4 et 145 mM de NaCl, pH=7.6 provenant de Sigma-
Aldrich). La recolte des fractions d'elutions contenant la mucine respiratoire a debute 
lorsque le volume mort etait completement elue. La densite optique de chaque 
fraction d'elution contenant la mucine respiratoire a ete mesuree au spectrophotometre 
a 280 nm (Beckman DU-7 spectrophotometer). Les fractions d'elution formant un pic 
de densite optique ont ete mis ensemble et conserves. Suivant la colonne de 
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Sepharose 4B, les fractions d'elutions conservees ont ete deposees sur deux colonnes 
cationiques en serie (HITRAP SP, Amersham Biosciences). La densite optique a 
280nm des fractions d'elutions obtenues des colonnes cationiques a ete mesuree afin 
de conserver seulement celles contenant la mucine respiratoire. Les fractions 
d'elutions contenant la mucine respiratoire ont ete recueillies et dialysees pendant 72h 
dans de l'eau a 4°C avec agitation a l'aide d'une membrane Spectra/por (12 000-
14 000 de poids moleculaire, Amersham Parmacia Biotech). Finalement suite a la 
dialyse, les echantillons de mucine respiratoire ont ete deposes dans un lyophilisateur 
jusqu'a 1'obtention d'une poudre (Feldhoff, Bhavanandan et al. 1979). 
La mucine salivaire de sujets sains 
Afin de purifier la mucine salivaire de donneurs volontaires sains, 30ml de 
salive a ete recolte et agite doucement avec barreau magnetique toute la nuit a une 
temperature de 4°C dans 0.1M de NaCl. Le lendemain, la salive a ete centrifugee a 
4 400g (Sorvall SUPERSPEED RC 2-B) pendant 30 minutes toujours a une 
temperature de 4°C. Le surnageant a ete recueilli et ajuste a un pH de 7.6 avec du 
Na2HPC>4 500mM. Le surnageant de salive a ete ensuite depose sur une colonne de 
sepharose 4B (identique a celle utilise pour la purification de la mucine respiratoire) 
soit un volume d'environ de 20 a 25ml maximum (Raynal, Hardingham et al. 2002; 
Raynal, Hardingham et al. 2003). Les etapes subsequentes de purification employees 
afin d'obtenir de la mucine salivaire sont identiques a celles enoncees pour la 
purification de la mucine respiratoire d'expectoration de patients FK. 
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3.2 Caracterisation des divers types de mucines 
Gel d'electrophorese pour coloration au bleu de Coomassie 
Les echantillons de mucine respiratoire FK et salivaire saine (200ug) ont ete 
soumis a une electrophorese sur un gel 7.5% polyacrylamide, 0.8% bis-acrylamide et 
0.1% SDS (sodium dodecyl sulfate) en condition reductrice (presence de 
mercaptoethanol et/ou DTT). Suivant la migration, le gel a ete colore pendant lh a 
une temperature de 37°C dans une solution de bleu de Coomassie (0.25%). Une 
decoloration a l'aide d'une solution de methanol (40%) et d'acide acetique (7%) toute 
la nuit est necessaire pour enlever l'exces de colorant et enfin visualiser s'il y a 
presence de proteines contaminantes dans les divers echantillons de mucine 
respiratoire/salivaire. 
Immunobuvardage sur gel d'agarose 
Les echantillons de mucine respiratoire FK (200ug) et salivaire (200ug) saine 
ont ete soumis a une electrophorese sur un gel d'agarose a 0.7% (migration totale 
2h30min a 65V). Suivant la migration, les echantillons ont ete transferes sur une 
membrane de nitrocellulose (0.45um, Bio-rad Laboratories) sous vide a l'aide de 
l'appareil Vacuum Blotter (Modele 785, Bio-rad Laboratories) pendant 2h. Apres 
avoir recupere la membrane de nitrocellulose, les interactions non-specifiques sont 
bloques avec une solution de blocage contenant 5% de lait carnation dans un tampon 
TBS (20mM Tris, 137mM NaCl, pH = 7.6) pendant lh a la temperature de la piece 
avec agitation. Par la suite, la membrane de nitrocellulose est incubee pendant 18h a 
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une temperature de 4°C avec un anticorps primaire (Mucin 5b, Goat plyclonal IgG, 
Santa Cruz ou MUC5AC-Concentrated-Clone B442, Biomeda) dilue 1 :250 dans la 
solution de blocage. Apres avoir effectue trois lavages de 15min avec un tampon 
TBS, la membrane de nitrocellulose est incube pendant lh a la temperature de la piece 
avec un anticorps secondaire (anti-goat IgG peroxydase in swine, Cederlane) dilue 
1 :5000 dans la solution de blocage. Suivant les trois lavages avec un tampon TBS, la 
membrane de nitrocellulose est finalement incubee avec le «ECL + detection 
reagents » (Amersham Parmacia Biotech) 1 :1 pendant lmin a la temperature de la 
piece en absence de lumiere. La membrane de nitrocellulose peut enfin etre exposee 
dans un film Biomax XAR (Kodack, Rochester, NY) pendant la 5min toujours a la 
temperature de la piece avant d'etre revelee (Kirkham, Sheehan et al. 2002). 
3.3 La culture bacterienne 
Les Pseudomonas aeruginosa (PAOl, ATCC) et les Burkholderia cepacia 
(C5424 ET 12 lineage genomovar III patient FK, cadeau du Dr. David Speert, 
pediatre, infectiologue et microbiologiste, Children Hospital, Vancouver, BC, Canada) 
ont ete conserves au congelateur a -80°C dans 10% de glycerol et sur gelose 
MacConkey, Trypticase Soy (Becton, Dickinson and Compagny Sparks) a la 
temperature de la piece. Afin d'obtenir une culture active de PAOl, une colonie 
unique presente sur la gelose a ete incubee dans 15 ml de milieu (Brain Hearth 
Infusion pour les essais neutrophiliques, Mueller-Hinton pour les essais oxydatifs et 
peptidiques. Le milieu Mueller-Hinton est moins nutritif et renferme une plus petite 
concentration de sel permettant une meilleure efficacite des peptides cationiques, 
sensibles a Phypersalinite, et une plus grande reproductibilite des resultats. Ces deux 
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milieux proviennent de Becton, Dickinson and Compagny Sparks) pendant 18hrs a 
37°C avec agitation moyenne. Pour ce qui est des C5424, 20ul de la culture dans le 
glycerol ou 2 a 3 colonies presentes sur la gelose ont ete prelevees et incubees dans 3 
ml de milieu Trypticase Soy (Becton, Dickinson and Compagny Sparks) 18 h a 37°C 
avec agitation forte. Le lendemain matin, l'absorbance au spectrophotometre a 600nm 
(Beckman DU-7 spectrophotometer) a ete determinee et ajustee afin d'avoir une 
densite optique de 0.1 pour les PAOl et de 0.2 pour les C5424 dans 10 ml de milieu 
frais, ceci permettait l'elimination les bacteries non viables. Par la suite, la sous-
culture a ete incub^e a 37°C avec agitation pendant 2 a 3 heures jusqu'a ce que les 
bacteries atteignent une croissance exponentielle (densite optique de 0.4-0.5). 
Finalement, apres avoir determine la densite optique de la sous-culture, celle-ci etait 
ajustee a la concentration bacterienne desiree dans une solution adequate variant selon 
les essais realises (D.O de 0.5 = 400xl06 PAOl/ml, D.O de 0.5 = 600xl06 C5424/ml) 
(methode provenant de Deborah Henry, B.M.L.Sc, A.R.T (Clin. Micro.) Division of 
Infectious Diseases, Dept. of Pediatrics, Bristish Columbia's Research Institute for 
Children's and Women's Health, Vancouver, BC, Canada). 
3.4 Isolement des neutrophils humains 
Les neutrophils humains ont ete isoles a partir de sang peripherique de 
donneurs volontaires sains. 50 ml de sang peripherique a ete melange 1:1 avec une 
solution de tampon phosphate (PBS) pH 7.4. Par la suite afin de sedimenter les 
globules rouges, 4ml de Dextran T500 2%/PBS (Pharmacia Fine Chemicals AB) a ete 
ajoute a 15 ml de sang dilue. Apres un temps d'incubation de 45min a la temperature 
de la piece, le surnageant a ete recolte et melange avec du Ficoll Plaque™ Plus 
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(Amersham Biosciences) de maniere a avoir 10ml de Ficoll pour 30 ml de surnageant. 
Une centrifugation (IEC DPR-6000) de 30min a 400g a ete realisee. Par la suite, le 
culot de neutrophiles a ete resuspendu dans 1ml de solution Hank's balanced salts 
(HBSS) sans calcium et magnesium (Wisent Inc). Lorsque necessaire, une lyse des 
globules rouges a ete effectuee a l'aide d'eau suivie d'une centrifugation a 300g 
pendant lOmin. Afin d'eliminer toute trace de Ficoll Plaqueplus, trois lavages avec une 
solution de PBS ont ete realises (centrifugation 300g pendant lOmin). Finalement, le 
culot de neutrophiles a ete compte et ajuste a la concentration desiree dans une 
solution de HBSS (contenant 1.3mM de calcium, 0.8mM de magnesium et 1% de 
serum autologue) (Segal and Jones 1980; Vishwanath, Ramphal et al. 1988). 
3.5 Isolement des peptides antimicrobiens granulaires neutrophiliques 
Les neutrophiles humains ont ete isoles a partir de donneurs volontaires sains 
par un gradient de Ficoll Plaque™ Plus comme enoncee precedemment. Afin de 
recueillir les granules, le culot de neutrophiles a ete suspendu et lyse dans une solution 
de 0.2M sucrose (1 mg/ml de sodium heparine et 5ug/ml de DNAse provenant de 
Sigma-Aldrich) pendant 18hrs a 4°C a l'aide d'un barreau magnetique. Le lendemain 
matin, les neutrophiles lyses ont ete centrifuges (Sorvall SUPERSPEED RC 2-B) a 
lOOOg pendant lOmin a 4°C afin d'eliminer les debris cellulaires. Le surnageant a ete 
recueilli et centrifuge une deuxieme fois a 30 OOOg pendant 45min a 4°C. Suite aux 
centrifugations, le culot de granules a ete suspendu dans 500ul de tampon (0.05M 
d'acetate de sodium et 1M de chlorure de sodium a pH 4). Afin de liberer les peptides 
antibacteriens contenus dans les granules, celles-ci ont ete homogeneisees a l'aide 
d'un homogeneisateur. Par centrifugation (MICROLITE RF) 20 OOOg, 15min a 4°C, 
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le surnageant contenant les peptides antibacteriens a ete recolte et ajuste a pH 7.4 
grace a tampon 3M Tris pH 8.9 (Baugh and Travis 1976). 
3.6 Dosage et purification des peptides antimicrobiens granulaires 
La concentration proteique totale des peptides antibacteriens granulaires a ete 
determinee par la methode de Bradford (Biorad Laboratories). Egalement, par 
methode spectrophotometrique, la concentration de lysosyme a ete evaluee. En fait, 
une cinetique enzymatique a 540nm (6min, intervalles de lecture de 30sec) a ete 
realisee a l'aide d'un substrat specifique au lysosyme, soit le Micrococcus 
lysodeikticus (0.194mg/mi) provenant de Sigma-Aldrich. Finalement, 1'utilisation 
d'une microcolonne Sephadex-G25 (Amersham Biosciences) permettait d'eliminer 
l'excedant de sel retrouve dans la preparation (Shugar 1952; Laible and Germaine 
1985). 
3.7 Essai de phagocytose chez le neutrophile 
La sous-culture de jour de PAOl ou de C5424 et le culot de neutrophiles 
humains ont ete respectivement ajustes a des concentrations de 50x106 bacterie/ml et 
5xl06 neutrophile/ml dans une solution de HBSS (1.3mM de calcium, 0.8mM de 
magnesium et 1% de serum autologue). Les bacteries et les neutrophiles en presence 
ou non de mucine (respiratoire, 4mg/ml) ont ete melanges et incubes pendant 30 et 60 
min a 37°C. Apres cette incubation, les reactions phagocytaires ont ete arretees dans 
une solution de HBSS (10% serum autologue, sans calcium et magnesium). Afin de 
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determiner le nombre de bacteries dans chaque neutrophile et l'effet de la mucine sur 
la phagocytose, des lames microscopiques ont ete effectuees (50 000 a 100 000 
neutrophiles/lame, SHANDON cytospin 2) et colorees a l'aide du Hemacolor Kit (EM 
Science) pour chaque condition (Vishwanath, Ramphal et al. 1988). 
3.8 Essai d'activite bactericide chez le neutrophile 
La sous-culture de jour de PAOl ou de C5424 et le culot de neutrophiles 
humains ont ete ajustes a des concentrations respectives de 2.5x106 bacteries/ml et 
5xl06 bacteries/ml dans une solution de HBSS (1.3mM de calcium, 0.8mM de 
magnesium et 1% de serum autologue). Les bacteries et les neutrophiles en contact 
(pre-traitement 20min, temperature piece) ou non avec de la mucine (respiratoire, 1-2-
4 mg/ml) ont ete melanges et incubes pendant 2hrs a 37°C. Par la suite, les diverses 
reactions ont ete diluees dans l'eau et vortexees (30sec) afin de recuperer les bacteries 
vivantes du phagolysosome. L'effet de la mucine respiratoire sur Pactivite bactericide 
des neutrophiles a ete determined par le decompte des colonies formees sur gelose 
(Brain Hearth Infusion ou Trypticase Soy) suivant une incubation de 18 h a 34°C ou 
37°C (Vishwanath, Ramphal et al. 1988). 
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3.9 Mesure de la production d'oxydants chez le neutrophile 
Afin de verifierTimpact de la mucine respiratoire sur la production d'oxydants 
chez le neutrophile, la mesure du O2" produit a ete evaluee a l'aide du cytochrome C. 
Les neutrophiles humains isoles de donneurs volontaires sains ont ete deposes dans 
une plaque de 48 puits (Becton Dickinson Labware) a une concentration de 
7.5xl05/puit dans une solution de HBSS (1.3mM de calcium et 0.8mM de 
magnesium). Suite a une adherence de 2hrs (37°C, 5% C02), les neutrophiles ont ete 
mis en presence ou non de mucine respiratoire (2-4mg/ml dilue dans HBSS) pour une 
duree de 2 h a 37°C, 5% C02. Par la suite, trois lavages avec une solution de HBSS 
ont ete realises. Les solutions de cytochrome C (0.5mg/puit, Sigma-Aldrich), de SOD 
(Sigma-Aldrich) et le phorbol 12-myristate 13 acetate (PMA) (0.5ug/puit, Sigma-
Aldrich) ont ete ajoutees dans les puits respectifs pendant 30 minutes a 37°C, 5% CO2. 
Le surnageant de chaque puit a ete recueilli afin de prendre l'absorbance a une densite 
optique de 550nm. La difference d'absorbance des puits de cytochrome C et de SOD 
a permis de calculer la production spontanee de O2" en utilisant le coefficient 
d'extinction du cytochrome C (21.1mM"'cm"1/106cellules/h) tandis que la difference 
d'absorbance des puits de PMA et de SOD a permis de determiner la production de 
02" stimule chez le neutrophile (Hoidal, Fox et al. 1981; Cantin, North et al. 1987). 
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3.10 Activite bactericide des divers oxydants generes par le neutrophil 
Afin d'evaluer l'impact de la murine respiratoire sur le pouvoir bactericide des 
oxydants produits par le neutrophile, un systeme de xanthine (400uM, Sigma-
Aldrich)/xanthine oxydase (632mU/ml, Boehringer) a ete employe afin de permettre la 
generation de O2" et de H2O2 dans un tampon 10 mM phosphate pH 7.4. La quantite 
d'oxydants produits par le systeme xanthine/xanthine oxydase a ete mesuree a l'aide 
du cytochrome C et du SOD (temps d'incubation 30 min a la temperature de la piece) 
similairement a la section precedente pour la mesure des oxydants produits par le 
neutrophile (Hoidal, Fox et al. 1981; Cantin, North et al. 1987). Le produit oxydatif, 
hypochlorure de sodium (125uM, J.T Baker), a egalement ete teste. Apres avoir 
prealablement traite la sous-culture de PAOl (2.5xl05 bacterie/ml dans un tampon 10 
mM phosphate pH 7.4) avec de la murine respiratoire (0.5, 1, 2, 4mg/ml), les bacteries 
ont ete incubees a 37°C pendant 2h en presence des differents produits oxydants. 
Suivant la dilution et l'ensemencement sur gelose (Mueller-hinton), le decompte des 
colonies formees (CFU/ml) dans chacune des reactions a ete effectue (18h, 
34°C)(Reeves EP 2003). 
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3.11 Activite antimicrobienne des peptides innes et synthetiques 
La sous-culture de jour de PAOl a ete ajustee a une concentration de 2.5xl05 
bacteries/ml dans un tampon lOmM phosphate pH 7.4. Les bacteries ont ete pre-
traitees (20 min, temperature de la piece) ou non avec de la mucine 
(respiratoire/salivaire; 0.25, 0.5, 1, 2, 4mg/ml), Les divers peptides tels que le 
lysosyme neutrophilique recombinant (Sigma-Aldrich, 6ug/ml), la p-defensine 2 
humaine (Sigma-Aldrich, 4ug/ml), les peptides isoles des granules neutrophiliques 
(8ug/ml de lysosyme) et la poly-lysine (Sigma-Aldrich, 4ug/ml) ont ensuite ete 
ajoutes separement. Les echantillons bacteriens ont ete incubes 2h a 37°C. Afin de 
verifier l'activite pro-bacterienne des mucines, les diverses reactions ont ete diluees 
dans une solution de PBS et ensemencees sur des geloses Mueller-Hinton. Le 
decompte des colonies bacteriennes formees (CFU/ml) a ete realise suite a une 
incubation de 18h a 34°C. Afin d'evaluer Taction antimicrobienne des peptides 
cationiques, les CFU/ml sans traitement (bacterie controle) et les CFU/ml traites aux 
divers peptides cationiques apres 2h d'incubation ont ete compares. Par la suite pour 
evaluer Taction protectrice des mucines, les CFU/ml traites avec les peptides 
cationiques en absence des mucines et les CFU/ml traites avec les peptides cationiques 
en presence des mucines ont ete compares apres 2h d'incubation. Une condition de 
CFU/ml initiale (temps Oh) a ete realisee pour les bacteries sans traitement (controle) 
afin de s'assurer d'avoir une concentration se rapprochant de 2.5x105 bacteries/ml 
(Bals, Wang et al. 1998; Felgentreff, Beisswenger et al. 2006). 
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3.12 Activite pro-bacterienne de la chondroitine sulfate 
Afin de valider Phypothese que la mucine protege les bacteries par un 
mecanisme d'interaction electrostatique, une glycoproteine chargee anioniquement a 
ete utilisee comme controle positif. La sous-culture de PAOl a ete ajustee a une 
concentration de 2.5x105 bacteries/ml dans un tampon 10 mM phosphate pH 7.4. Les 
bacteries prealablement traitees a la chondroitine sulfate provenant de cartilage bovin 
(Sigma-Aldrich) a des concentrations de 2.5, 5, 10, 20mg/ml (30 min, temperature 
piece) ont ete incubees 2h a 37°C avec du lysosyme (6ug/ml). Suite a l'incubation, 
Taction pro-bacterienne de la chondroitine sulfate a ete verifiee en diluant et 
ensemencant les differentes reactions ainsi qu'en comptant le nombre de colonies 
formees (CFU/ml) 18h plus tard (34°C). Afin d'evaluer Faction antimicrobienne du 
lysosyme, les CFU/ml sans traitement (bacterie controle) et les CFU/ml traites au 
lysosyme apres 2h d'incubation ont ete compares. Par la suite pour evaluer Faction 
protectrice de la chondroitine sulfate, les CFU/ml traites avec le lysosyme en absence 
de la chondroitine sulfate et les CFU/ml traites avec le lysosyme en presence de la 
chondroitine sulfate ont ete compares apres 2h d'incubation. Une condition de 
CFU/ml initiale (temps Oh) a ete realisee pour les bacteries sans traitement (controle) 
afin de s'assurer d'avoir une concentration se rapprochant de 2.5xl05 bacteries/ml 
(Bals, Wang et al. 1998; Weiner, Bucki et al. 2003; Felgentreff, Beisswenger et al. 
2006). 
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3.13 Analyses statistiques 
Les resultats ont ete exprimes selon la moyenne ± SEM. Les donnees ont ete 
analysees par des methodes d'analyse de variance ANOVA lorsqu'il y avait plus de 2 
groupes et par le test de Student pour les comparaisons de 2 groupes. 
x=p<0.05, xx=p<0.001, xxx =p<0.0005 et f =p <0.01. 
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4. Resultats 
4.1 Caracterisation des divers types de mucines 
Nous avons d'abord caracterise les deux differents types de mucines purifiees 
provenant d'expectoration de patient FK et de salive de sujets sains soit 
respectivement la mucine respiratoire FK et la mucine salivaire. Tel que presente en 
figure 1, suivant Pelectrophorese et la coloration au bleu de coomassie, nous 
remarquons qu'il n'y a pas de proteines contaminantes majeures. En fait, la mucine 
respiratoire FK comparativement a la mucine salivaire saine semble etre exempte de 
proteines contaminantes. 
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Figure 1 Gel d'electrophorese colore au bleu de coomassie demontrant une faible 
presence de proteines contaminantes dans la mucine respiratoire FK et la mucine 
salivaire 
Suivant les diverses etapes de purification, les deux sources de mucine ont 6t6 
soumises a une electrophorese sur un gel de polyacrylamide puis colore par le bleu de 
coomassie afin de s'assurer qu'il n'y est pas de prolines contaminantes majeures. La 
mucine respiratoire (MR, piste gauche) est exempte de contaminants tandis que la 
mucine salivaire (piste droite) en possede une certaine quantity. 
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Ensuite, nous avons verifie la presence de mucine 5B et de mucine 5AC dans 
la mucine respiratoire purifiee d'expectoration FK et dans la mucine salivaire purifie 
de salive. Par un immuobuvardage a l'aide d'anticorps anti-MUC5AC (figure 2) et 
anti-MUC5B (figure 3), nous avons remarque que la mucine respiratoire FK est 
composee d'une faible quantite de mucine 5AC comparativement a la mucine salivaire 
de sujets sains qui en contient environ deux fois plus. De plus, la revelation a l'aide de 
l'anticorps anti-MUC5AC nous permet d'observer l'absence de bande franche 
signifiant possiblement une degradation partielle de la mucine 5AC presente dans la 
mucine respiratoire FK et/ou la presence de mucine 5AC ayant different poids 
moleculaire. Pour ce qui est de l'immunobuvardage a l'aide de l'anticorps anti-
MUC5B, nous remarquons un patron de revelation plus intense pour la mucine 
respiratoire FK. Tel que presente en figure 3, la mucine salivaire est constitute d'une 
faible quantite de MUC5B ayant encore une fois des poids moleculaires variable. 
Inversement a la mucine salivaire, la revelation pour la mucine respiratoire FK est tres 
intense et forme une bande diffuse permettant d'observer egalement de la mucine 5B 
avec des poids moleculaires variables. 
62 
MR MS 
H 
Figure 2 Immunobuvardage sur un gel d'agarose d&nontrant la presence de 
MUC5AC dans la murine salivaire 
Les 6chantillons de mucine respiratoire et salivaire ont &e soumis a une electrophorese 
sur gel d'agarose et transfers sur une membrane de nitrocellulose sous vide. La 
presence de MUC5AC a et6 r6vel& en utilisant un anticorps anti-MUC5AC. La 
mucine salivaire (MS, a droite) est constitute d'une plus grande quantity de MUC5AC 
contrairement a la mucine respiratoire (MR, a gauche). 
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Figure 3 Immunobuvardage sur un gel d'agarose demontrant la presence de 
MUC5B dans la mucine salivaire saine et la mucine respiratoire FK 
Les echantillons de mucine respiratoire et salivaire ont ete soumis a une electrophorese 
sur gel d'agarose et transferes sur une membrane de nitrocellulose sous vide. La 
presence de MUC5B a 6te revelee en utilisant un anticorps anti-MUC5B. La mucine 
salivaire (MS, a droite) contient beaucoup moins de MUC5B contrairement a la 
mucine respiratoire qui est constituee d'une grande quantite de MUC5B ayant 
different poids moleculaire (MR, a gauche). 
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4.2 Les fonctions antimicrobiennes du neutrophile humain et la 
mucine respiratoire FK 
La mucine respiratoire FK n'affecte pas la capacite phagocytaire du neutrophile 
humain 
Nous avons verifie la capacite phagocytaire bacterienne des neutrophiles 
humains en presence ou non de mucine respiratoire FK. Tel que montre en figure 4A, 
apres 30 minutes d'incubation, le nombre de bacteries PAOl pre-traites a la mucine 
respiratoire present dans le phagolysosome est similaire a celui des bacteries PAOl 
non-traites (nb PAOl + mucine 4mg/ml 3.99 ± 1.38 versus nb PAOl controle 4.13 ± 
0.93, ns). Ainsi, meme en presence de mucine respiratoire, les neutrophiles humains 
sont en mesure d'exercer leur activite phagocytique. Nous avons egalement effectue 
cette experience sur une deuxieme souche bacterienne, les C5424. Tel que represente 
en figure 4B, le pre-traitement a la mucine respiratoire FK n'affecte pas la capacite 
phagocytaire du neutrophile humain. Le nombre de bacteries C5424 presentes dans le 
phagolysosome est similaire pour les deux conditions (nb C5424 + mucine 4mg/ml 
10.63 ± 0.67 versus nb C5424 controle 8.88 ±1.14, ns). 
65 
a. 
8 
3 
0) 
c 
o 
< 
D-
0> 
•c 
01 
o 
ra 
XI 
J3 
Controle Mucine 4mg/ml 
B 
12.5n 
Q. 
2 
+-> 
a> 
c 
CM 
^
, 
U) 
O 
0) 
•c 
-a> 
+^ 
u 
ra 
si 
si 
Z 
io.oH 
Controle Mucine 4 mg/ml 
Figure 4 Effet de la mucine respiratoire FK sur la capacite phagocytaire du 
neutrophile humain 
Les bacteries PA01 (A) et les bacteries C5424 (B) ont ete pre-traitees (20 min a TP) 
en presence (•) ou en absence ( • ) de mucine respiratoire FK puis incubees lh avec 
les neutrophiles humains. L'axe de Pordonnee represente le nombre de bacteries 
retrouves dans le phagolysosome de chaque neutrophile suivant I'incubation (moyenne 
± SEM). La figure A represente les resultats de 6 experimentations differentes. La 
figure B represente les resultats de 6 experiences differentes pour le controle et 5 pour 
la mucine 4 mg/ml. 
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La mucine respiratoire FK inhibe l'activite antimicrobienne du neutrophile 
humain 
Puisque la mucine respiratoire FK n'affecte pas la capacite de phagocytose, 
nous avons verifie l'impact de celle-ci sur l'activite antimicrobienne du neutrophile 
(figure 5). La mortalite des bacteries PAOl non traitees, en absence de mucine 
respiratoire FK induite par les neutrophiles est excellente (PAOl + neutrophile 1.61 ± 
0.54 CFUxl06/ml versus PAOl controle 9.92 ± 2.17 CFUxl06/ml, p < 0.05). Par 
contre, lorsque les bacteries PAOl sont pre-traitees a la mucine respiratoire FK, 
l'activite bactericide des neutrophiles est grandement diminuee. En fait, la 
concentration bacterienne se situe pres des valeurs controles (PAOl + neutrophile + 
mucine lmg/ml 9.74 ± 2.19 CFUxl06/ml versus PAOl + neutrophile 1.61 ± 0.54 
CFUxl06/ml, p < 0.05). Tel que presente en figure 5A, les pre-traitements a 2 et 4 
mg/ml de mucine respiratoire FK engendrent egalement une diminution de l'activite 
bactericide des neutrophiles de facon significative. Cette diminution d'activite a ete 
egalement observee lors de l'utilisation des bacteries C5424. A la figure 5B, on 
remarque que le pre-traitement des bacteries C5424 a la mucine respiratoire augmente 
significativement la concentration bacterienne comparativement aux bacteries 
exemptes de mucine (C5424 + neutrophile + mucine 4mg/ml 1.95 ± 0.36 CFUxl05/ml 
versus C5424 + neutrophile 0.36 ± 0.07 CFUxl05/ml, p < 0.001), demontrant encore 
ainsi une inhibition du potentiel antibacterien du neutrophile. 
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Figure 5 Effet de la mucine respiratoire FK sur 1'activite antimicrobienne du 
neutrophile humain 
Les bacteries PAOl (A) et les bacteries C5424 (B) pre-traitees en presence (D) ou en 
absence (•) de mucine respiratoire FK ont ete incubees 2h a 37°C avec des 
neutrophils humains. L'axe de l'ordonnee represente la concentration bacterienne 
(nombre de colonies formees/ml) pour chaque condition (moyenne ± SEM). Les 
resultats sont representatifs de 9 experimentations differentes. 
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La murine respiratoire FK n'affecte pas I'activation du complexe de la NADPH 
oxydase 
Afin de comprendre l'effet inhibiteur de la murine respiratoire sur l'activite 
antimicrobienne du neutrophile, nous avons mesure la production de radicaux 
superoxydes generes par I'activation du complexe de la NADPH en presence ou non 
de murine respiratoire (figure 6). Suivant une incubation de 2 heures avec la mucine 
respiratoire FK, la quantite de radicaux superoxydes produite par les neutrophiles 
traites est similaire a celle produite par les neutrophiles non traites (neutrophile + 
mucine 2mg/ml 15.97 ± 0.49 nmol cyto-c/106cellules/h, neutrophile + mucine 4mg/ml 
14.27 ± 2.17 nmol cyto-c/106cellules/h versus neutrophile controle 19.20 ± 2.94 nmol 
cyto-c/106cellules/h, ns). 
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Figure 6 Effet de la murine respiratoire FK sur l'activation du complexe de la 
NADPH oxydase chez le neutrophile humain 
Les neutrophiles humains ont ete incubes 2h a 37°C, 5% CO2 en presence (•) ou en 
absence (•) de mucine respiratoire FK. Par la suite, la production de radicaux 
superoxydes anioniques a ete determined par spectrophotometrie a l'aide du 
coefficient d'extinction du cytochrome C. L'axe de l'ordonnee represente la 
production de superoxyde des neutrophiles par nmol de cytochrome C/106cellules/h 
(moyenne ± SEM). Les resultats sont representatifs de 5 experiences differentes pour 
le controle et 3 experiences differentes pour les conditions en presence de mucine. 
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La murine respiratoire FK inhibe l'activite bactericide de I'hypochlorite de 
sodium 
Nous nous sommes ensuite questionne sur le pouvoir antioxydant de la mucine 
respiratoire FK. Nous avons verifie l'effet de la mucine sur l'activite bactericide des 
principaux oxydants retrouves dans le phagolysosome d'un neutrophile (figure 7). Tel 
que presente a la figure 7A, I'hypochlorite de sodium possede une excellente capacite 
bactericide lorsque les bacteries PAOl ne sont pas traitees a la mucine respiratoire 
(PAOl + hypochlorite de sodium 0.08 ± 0.07 CFUxl05/ml versus PAOl controle 4.07 
± 0.59 CFUxl05/ml, p < 0.001). Le pre-traitement des bacteries PAOl avec la mucine 
respiratoire inhibe la bactericidie de I'hypochlorite de sodium, cette inhibition est 
dependante de la concentration (PAOl + hypochlorite de sodium + mucine 2mg/ml 
2.30 ± 0.55 CFUxl05/ml versus PAOl + hypochlorite de sodium 0.08 ± 0.07 
CFUxl05/ml, p<0.01). 
L'activite bactericide des radicaux superoxydes anioniques et de peroxyde 
d'hydrogene n'est pas affectee par la mucine respiratoire FK 
L'utilisation du systeme xanthine/xanthine oxydase a egalement permis de 
verifier le potentiel antioxydant de la mucine respiratoire envers les radicaux 
superoxyde et le peroxyde d'hydrogene (figure 7B). Similairement a I'hypochlorite de 
sodium, les radicaux superoxydes et le peroxyde d'hydrogene diminuent grandement 
la survie des bacteries PAOl (PAOl + oxydant 0.002 ± 0.001 CFUxl05/ml versus 
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PAOl controle 5.100 ± 0.341 CFUxl05/ml, p < 0.001). Le pre-traitement a la mucine 
respiratoire FK ne permet pas de conferer une protection aux bacteries PAOl et ce, 
meme a une concentration elevee (PAOl + oxydant + 2mg/ml 0,015 ± 0.004 
CFUxl05ml versus PAOl + oxydant 0.002 ± 0.001 CFUxl05/ml, ns). 
Hypochlorite de sodium + Mucine (mg/ml) 
Superoxyde/peroxyde d'hydrogene 
+ Mucine (mg/ml) 
Figure 7 Effet de la mucine respiratoire FK sur l'activite bactericide des 
principaux oxydants retrouves dans le phagolysosome d'un neutrophile humain 
Les bacteries PAOl pre-traitees en presence (•) ou en absence (•) de mucine 
respiratoire FK ont ete incubees 2h a 37°C avec de 1'hypochlorite de sodium (A) ainsi 
que du superoxyde et du peroxyde d'hydrogene (B). L'axe de l'ordonnee represente la 
concentration bacterienne obtenue suivant 1'incubation (moyenne ± SEM) pour chaque 
condition. Les resultats de la figure A representent 4 experimentations differentes et 
ceux de la figure B sont representatifs de 3 experiences differentes (xx -p < 0.001, f 
= /><0.01). 
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La murine respiratoire FK diminue le potentiel antitnicrobien des peptides et 
proteines des granules neutrophiliques 
L'effet de la mucine respiratoire sur les peptides/proteines antimicrobiens 
retrouves dans les granules neutrophiliques a ete egalement etudie (figure 8). Tel que 
presente dans la figure 8A, le lysosyme recombinant neutrophilique humain diminue la 
concentration bacterienne a un niveau quasiment nul comparativement aux bacteries 
PAOl controle (PAOl + lysosyme 0.033 ± 0.004 CFUxl05/ml versus PAOl controle 
3.685 ± 1.228 CFUxl05/ml, p < 0.05). Le pre-traitement des bacteries PAOl a la 
mucine respiratoire FK inhibe l'activite antimicrobienne du lysosyme. Les 
concentrations bacteriennes des echantillons pre-traites a la mucine sont grandement 
augmentees comparativement a l'echantillon bacterien non traite (PAOl + lysosyme + 
mucine 2mg/ml 3.553 ± 0.857 CFUxl05/ml versus PAOl + lysosyme 0.033 ± 0.004 
CFUxl05/ml, p < 0.05, PAOl + lysosyme + mucin 4mg/ml 4.065 ± 1.255 
CFUxl05/ml versus PAOl + lysosyme 0.033 ± 0.004 CFUxl05/ml, p < 0.05). 
L'effet de la mucine respiratoire FK sur le contenu total des granules des 
neutrophiles humains a aussi ete evalue (figure 8B). Tout comme le lysosyme, le 
contenu granulaire neutrophilique entraine une diminution de la concentration 
bacterienne comparativement a la concentration bacterienne controle (PAOl + granule 
0.05 ± 0.05 CFUxl05/ml versus PAOl controle 2.78 ± 0.85 CFUxl05/ml, p < 0.05). 
Lorsque les bacteries PAOl sont pre-traitees a la mucine respiratoire FK, le contenu 
granulaire isole du neutrophile ne possede plus sa capacite antimicrobienne 
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comparativement a lorsque les bacteries PAOl sont exemptes de mucine (PAOl + 
granule + . mucine 4mg/ml 3.20 ± 0.75 CFUxl05/ml versus PAOl + granule 0.05 ± 
0.05 CFUxl05/ml, p < 0.05, PAOl + granule + mucine 2mg/ml 4.00 ± 0.17 
CFUxl05/ml versus PAOl + granule 0.05 ± 0.05 CFUxl05/ml, p < 0.05). 
5-, 
£ 4-
in O 
x 3 
u. 
O
 2. 
2 1-1 
Controle 0.5 
I 
Lysosyme + Mucine (mg/ml) 
6n 
E 5' 
? + 
X 
3
 3-
o 
o 2" 
i 1-
I I I 
Controle 0 0,5 
Granule neutrophilique + Mucine (mg/ml) 
Figure 8 Effet de la mucine respiratoire FK sur l'activite antimicrobienne du 
lysosyme neutrophilique et des divers proteines/peptides retrouves dans les 
granules des neutrophiles humains 
Les bacteries PAOl pre-traitees en presence ( • ) ou en absence (•) de mucine 
respiratoire FK ont ete incubees 2h a 37°C avec du lysosyme recombinant de 
neutrophile humain (A) et les proteines contenues dans les granules neutrophiliques 
(B). L'axe de l'ordonnee represente la concentration bacterienne pour chaque 
condition (moyenne ± SEM). Les resultats du graphique A representent 4 
experimentations differentes tandis que ceux du graphique B sont representatifs de 3 
experiences. 
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4.3 Mecanisme d'action : interactions electrostatiques 
La murine respiratoire FK neutralise les charges positives de la poIy-L-Iysine 
Afin de mieux comprendre l'inhibition d'activite des peptides antimicrobiens 
des neutrophiles humains causee par la mucine respiratoire FK, nous avons verifie 
P importance des charges positives et negatives dans ce phenomene. Tel que 
represente graphiquement a la figure 9, Putilisation d'un peptide cationique 
synthetique, la poly-L-lysine, cause une diminution significative de la concentration 
bacterienne comparativement a la condition controle (PAOl + poly-L-lysine 0.02 ± 
0.02 CFUxl05/ml versus PAOl 9.79 ± 0.56 CFUxl05/ml, p < 0.001). De plus, 
Pactivite de la poly-L-lysine est diminuee lors d'une pre-incubation des bacteries 
PAOl avec la mucine respiratoire FK puisqu'il y a une augmentation de la 
concentration bacterienne comparativement aux bacteries non traitees en presence de 
poly-L-lysine (PAOl + poly-L-lysine + mucine 4mg/ml 21.95 ± 2.24 CFUxl05/ml 
versus PAOl + poly-L-lysine 0.02 ± 0.02 CFUxl05/ml, p < 0.001). 
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Figure 9 Essai de mortalite bacterienne par l'utilisation d'un peptide cationique 
synthetique et l'effet de la mucine respiratoire FK sur ce meme peptide 
Les bacteries PAOl pre-traitees en presence (•) ou en absence (•) de mucine 
respiratoire FK ont ete incubees avec de la poly-L-lysine pendant 2h a 37°C. A la 
suite de l'incubation, la concentration bacterienne (moyenne ± SEM) representee par 
l'axe de l'ordonnee a ete calculee pour chaque echantillon. Les resultats sont 
representatifs de 4 experimentations differentes. 
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La chondroi'tine sulfate inhibe I'activite antimicrobienne du lysosyme 
recombinant neutrophilique 
Inversement, pour verifier 1' importance des charges anioniques presentes sur la 
mucine respiratoire FK, nous avons etudie l'effet d'une autre glycoproteine hautement 
anionique, la chondroi'tine sulfate (figure 10). L'effet inhibiteur de la chondroi'tine 
sulfate a ete etudie a l'aide d'essai de mortalite bacterienne mediee par le lysosome. 
Tel que presente precedemment (figure 8A) et en figure 10, le lysosyme recombinant 
neutrophilique diminue significativement la concentration bacterienne 
comparativement au controle (PAOl + lysosyme 0.11 ± 0.04 CFUxl05/ml versus 
PAOl 9.32 ± 0.63 CFUxl05/ml, p < 0.05). Lorsque les bacteries PAOl sont pre-
traitees a la chondroi'tine sulfate, la concentration bacterienne est augmentee 
comparativement a celle des bacteries exemptes de chondroi'tine demontrant une 
diminution de I'activite antimicrobienne du lysosome et une possible implication de la 
propriete anionique. 
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Figure 10 Effet de la chondro'itine sulfate sur l'activite antimicrobienne du 
lysosyme recombinant de neutrophile humain 
Les bacteries PAOl pre-traitees en presence (•) ou en absence (•) de chondro'itine 
sulfate ont ete incubees avec du lysosyme recombinant de neutrophile humain pendant 
2h a 37°C. Suivant 1'incubation, la concentration bacterienne (moyenne ± SEM) de 
chaque condition a ete determinee, celle-ci est representee par l'axe de l'ordonnee. 
Les resultats sont representatifs de 3 experiences differentes. 
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4,4 L'effet de la mucine respiratoire FK sur les peptides 
antibacteriens extracellulaires 
Le potenticl bactericide de la p-defensine humaine 2 est diminue de facon 
dependant de la concentration par la mucine respiratoire FK 
Puisque la mucine respiratoire FK affecte l'activite antimicrobienne des 
peptides granulaires des neutrophiles et que ceux-ci sont fort similaires a ceux 
retrouves dans le liquide extracellulaire des voies respiratoires, nous avons egalement 
teste l'effet de la mucine sur un peptide secrete extracellulaire, la P-defensine humaine 
2 (HBD2). Tel que represente en figure 11, l'incubation des bacteries PAOl avec la 
P-defensine humaine 2 engendre une diminution significative de la concentration 
bacterienne comparativement au controle ( PAOl + HBD2 0.04 ± 0.04 CFUxl05/ml 
versus PAOl 5.83 ± 1.38 CFUxl05/ml, p < 0.05) demontrant ainsi son potentiel 
bactericide. Similairement aux autres experiences, le pouvoir antimicrobien de la P-
defensine humaine 2 est inhibe en presence de mucine respiratoire. Le pre-traitement 
des bacteries PAOl avec la mucine entraine une augmentation de la concentration 
bacterienne comparativement aux bacteries PAOl non traitees (PAOl + HBD2 + 
mucine 0.5mg/ml 6.97 ± 2.56 CFUxl05/ml versus PAOl + HBD2 0.04 ± 0.04 
CFUxl05/ml, p < 0.05). Finalement, tel que presente graphiquement, l'inhibition de 
l'activite de la P-defensine humain par la mucine respiratoire FK est dependante de la 
concentration. 
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Figure 11 Effet de la murine respiratoire FK sur Pactivite antibacterienne d'un 
peptide extracellulaire, la p-defensine 2 humaine 
Les bacteries PAOl sont pre-traitees 20 minutes a temperature piece en presence (•) 
ou en absence (•) de mucine respiratoire FK. Par la suite, les bacteries PAOl sont 
incubees avec de la P-defensine 2 humaine pendant 2h a 37°C. L'axe de Pordonnee 
represente la concentration bacterienne (moyenne ± SEM) calculee suivant la reaction. 
Les conditions, controle et en absence de mucine, sont representatives de 6 
experiences differentes. 5 experimentations differentes ont ete realisees pour la 
concentration de 0.5 mg/ml de mucine ainsi que 4 differentes pour les concentrations 
de 0.25 et 1 mg/ml. Les resultats de la condition a 2 mg/ml de mucine sont 
representatifs de 3 experiences differentes. 
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4.5 La mucine salivaire de sujet sain et les peptides antimicrobiens 
Le pouvoir antibacterien du lysosyme neutrophilique et de la p-defensine 
humaine 2 est dirninue en presence de mucine salivaire de sujet sain 
Finalement, nous avons verifie si la diminution de I'activite bactericide des 
peptides/proteines antimicrobiennes etait seulement specifique a la mucine respiratoire 
FK ou bien pouvait s'appliquer a d'autres types de mucines. L'effet de la mucine 
salivaire a done ete teste. Tel que represente en figure 12A, le pre-traitement des 
bacteries PAOl avec 2 mg/ml de mucine salivaire de sujet sain dirninue 
significativement le pouvoir antimicrobien du lysosyme. En fait, la concentration 
bacterienne des echantillons pre-traites a la mucine salivaire est augmentee 
comparativement aux echantillons non-traites (PAOl + lysosyme + mucine 2mg/ml 
25.38 ± 1.53 CFxl05/ml versus PAOl + lysosyme 0.25 ± 0.20 CFUxl05/ml, p < 
0.001). On remarque a la figure 12B, que la mucine salivaire de sujet sain possede 
egalement la capacite d'inhiber I'activite antimicrobienne de la P-defensine humaine 
2. En fait, la P-defensine humaine 2 n'entraine pas la mortalite bacterienne lorsque les 
bacteries PAOl sont pre-traitees a la mucine salivaire comparativement aux 
echantillons bacteriens non-traites (PAOl + HBD2 + mucin lmg/ml 21.080 ± 6.528 
CFUxl05/ml versus PAOl + HBD2 0.003 ± 0.003 CFUxl05/ml, p < 0.001). Enfin, tel 
que representee, 1'inhibition de I'activite bactericide de la p-defensine humaine 2 par 
la mucine salivaire de sujet sain est dependante de la concentration. 
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Figure 12 Effet de la mucine salivaire de sujet sain sur l'activite antimicrobienne 
du lysosyme recombinant de neutrophile humain et de la P-defensine 2 humaine 
Les bacteries PAOl pre-traitees a la mucine salivaire ( • ) ou en absence (•) (20 min, 
temperature piece) ont ete incubees avec du lysosyme (A) et de la P-defensine 2 (B) 
pendant 2h a 37°C. Suite a 1'incubation, la concentration bacterienne (moyenne ± 
SEM) a ete determinee pour chacune des conditions. Le graphique A represente les 
resultats de 6 experimentations differentes. Les resultats du graphique B sont 
representatifs de 6 experiences differentes pour le controle et 5 pour les autres 
conditions. 
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5. Discussion et conclusion 
Dans la FK, l'infection pulmonaire chronique aux Pseudomonas aeruginosa 
est tres frequente et peut entratner la mortalite/morbidite chez les patients. Ce 
phenomene infectieux s'explique en partie par l'accumulation et la concentration de la 
mucine respiratoire causees par la deshydratation du ASL via la deficience de la 
proteine CFTR. En fait, la formation de plaques de mucine concentree sur 
l'epithelium cilie diminue de facon importante le transport mucociliaire. Etant 
deficient et considere comme l'une des defenses innees principales du poumon, ceci 
engendre la colonisation bacterienne et un plus grand nombre d'infections persistantes. 
Par contre, plusieurs defenses innees secondaires sont presentes afin de supporter le 
phenomene de clairance mucociliaire mais celles-ci ne semblent pas agir de facon 
optimale dans la pathologie de la FK. Le but de cette etude a done ete de verifier si la 
mucine respiratoire isolee de patient FK interfere dans les defenses innees secondaires 
pulmonaire tels que les neutrophiles polymorphonucleaires et les peptides 
antimicrobiens extracellulaires. 
Nous avons demontre que la mucine respiratoire FK n'affecte pas la capacite 
phagocytaire du neutrophile humain. En fait, le nombre de bacteries (PAOl et C5424) 
retrouvees dans le phagolysosome est similaire en presence ou en absence de mucine 
respiratoire. Ainsi, meme dans un environnement concentre en mucine, le neutrophile 
humain possede la capacite de se mouvoir afin de capturer les bacteries. Ce resultat 
differe de celui de Richard C. Boucher (Matsui, Verghese et al. 2005). Ce groupe a 
demontre que, dans une situation d'hyperconcentration de mucine reproduisant 
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l'epithelium pulmonaire d'un patient FK, la motilite du neutrophile humain etait 
reduite a la surface epitheliale ; ainsi, le neutrophile reconnaissait un plus petit nombre 
de bacteries diminuant done la phagocytose et la mortalite des pathogenes (Matsui, 
Verghese et al. 2005). Cette difference dans les resultats peut etre expliquee par 
l'utilisation de divers types de mucines. Le groupe de Boucher a utilise de la mucine 
provenant de cellules epitheliales bronchiques humaines en culture in vitro tandis que 
nous avons employe de la mucine respiratoire isolee d'expectorations de patients 
atteints de FK. Dans la FK, la presence de proteases surtout neutrophiliques 
engendrees par Phyperinflammation et 1'infection chronique bacterienne peut causer 
une degradation de la mucine respiratoire tandis que la mucine respiratoire recueillie 
du modele cellulaire est intacte, done beaucoup plus filamenteuse et oligomerisee. 
Ainsi, la mucine respiratoire degradee et fragmentee que nous avons utilisee confere 
une plus grande accessibilite aux neutrophiles contrairement a la mucine respiratoire 
intacte qui possede un plus grand pouvoir d'obstruction. Enfin, l'utilisation de la 
mucine respiratoire isolee d'expectorations de patients FK est pertinente puisque celle-
ci est produite et recueillie directement des voies respiratoires FK et non d'un systeme 
in vitro. 
La mucine respiratoire FK n'affecte pas la phagocytose du neutrophile mais 
diminue grandement sa capacite antimicrobienne. Lorsque les bacteries sont pre-
traitees a la mucine respiratoire, le neutrophile est en mesure de phagocyter les 
pathogenes mais il est incapable d'engendrer leur mortalite. Ce resultat concorde avec 
ceux obtenus par Gerald B. Pier (Vishwanath, Ramphal et al. 1988). Ce groupe a 
demontre que 1'interaction de la mucine respiratoire avec diverses souches de 
Pseudomonas aeruginosa engendre une inhibition de l'activite opsonophagocytique du 
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neutrophile (Vishwanath, Ramphal et al. 1988). De plus, l'utilisation de la THP, une 
glycoproteine urinaire Tamm-Horsfall, cause egalement une diminution de la 
phagocytose et de la mortalite des bacteries Escherichia coli (Kuriyama and 
Silverblatt 1986). Ces deux differents auteurs expliquent la diminution d'activite du 
neutrophile par 1'interaction des glycoproteines avec les bacteries. En fait, cette 
interaction diminue la liaison des bacteries aux neutrophiles, done par le fait meme, 
diminue la phagocytose ainsi que la mortalite bacterienne. De notre cote puisque la 
phagocytose n'est pas affectee et qu'il est connu que la mucine respiratoire forme un 
complexe avec les Pseudomonas aeruginosa (Vishwanath and Ramphal 1984; Arora, 
Ritchings et al. 1998; Arora, Dasgupta et al. 2000; Ramphal and Arora 2001), la baisse 
d'activite antimicrobienne est surement causee par la penetration de la mucine 
respiratoire a l'interieur du phagolysosome via son attachement a la surface 
bacterienne. Une fois a l'interieur, la mucine respiratoire peut interferer sur deux 
mecanismes : 1) la respiration oxydative via l'activation du complexe de la NADPH 
oxydase et/ou; 2) la liberation et l'activation des peptides/proteines antimicrobiens 
des diverses granules. 
Suivant la phagocytose du microorganisme, l'association et l'activation du 
complexe de la NADPH oxydase permettent la production d'une grande variete 
d'oxydants : 02~, du H202, du radical hydroxy le, du HOC1 et des chloramines 
(Hampton, Kettle et al. 1998). Selon la litterature, la presence de ces oxydants dans le 
phagolysosome est essentielle pour entrainer la mortalite bacterienne. En fait, les 
personnes ayant le CGD souffrent d'infections fongiques et bacteriennes persistantes 
demontrant Pimportance du complexe de la NADPH oxydase et de ses oxydants 
(Segal, Leto et al. 2000). Etant crucial pour entrainer la mortalite bacterienne, nous 
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avons verifie l'effet de la mucine respiratoire FK sur l'activation du complexe de la 
NADPH oxydase. La production de radicaux anioniques superoxydes par les 
neutrophiles humains est similaire en presence ou en absence de mucine respiratoire 
FK. N'ayant pas d'effet sur l'activation du complexe de la NADPH oxydase, nous 
avons teste l'efficacite bactericide des principaux oxydants phagocytiques en presence 
ou en absence de mucine respiratoire FK. Le pre-traitement des bacteries 
Pseudomonas aeruginosa a la mucine respiratoire diminue significativement l'activite 
bactericide de Phypochlorite de sodium sans toutefois avoir d'impact sur le radical 
anionique superoxyde et le peroxyde d'hydrogene. La diminution de mortalite 
bacterienne remarquee chez le neutrophile humain en presence de mucine respiratoire 
ne peut pas s'expliquer seulement par l'inhibition de l'activite bactericide de 
l'hypochlorite de sodium. II est vrai que celui-ci est considere comme l'un des 
oxydants le plus puissant dans le phagolysosome du neutrophile (Winterbourn, 
Hampton et al. 2006), mais les personnes atteintes d'une deficience en MPO sont 
seulement plus susceptibles a l'infection aux Candida et ne souffrent pas d'infections 
bacteriennes persistantes et chroniques (Lehrer and Cline 1969). Ceci suggere 
1'importance secondaire de 1'enzyme MPO et de ses produits oxygenes dans le 
processus bactericide du neutrophile. Finalement, l'activation d'un systeme 
compensatoire a ete remarquee chez le neutrophile deficient en MPO. En fait, celui-ci 
consomme une plus grande quantite d'oxygene afin de generer des niveaux de radical 
anionique superoxyde et de peroxyde d'hydrogene plus eleves. De plus, une 
augmentation de la phagocytose et de la degranulation a ete remarquee (Hampton, 
Kettle et al. 1998). Ceci permet d'expliquer l'absence d'infection chronique chez ses 
patients. Ainsi, 1'augmentation de production de radicaux anioniques superoxydes et 
de peroxyde d'hydrogene chez le neutrophile deficient en MPO suggere une plus 
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grande importance de ceux-ci dans le processus bactericide contrairement a l'acide 
hypochlorique. Puisque la mucine respiratoire FK possede un pouvoir antioxydant 
specifique, c'est-a-dire seulement contre l'hypochlorite de sodium et non contre le 
superoxyde et le peroxyde d'hydrogene, nous avons approfondi nos recherches au 
niveau du mecanisme independant a l'oxygene afin de mieux comprendre la 
defaillance d'activite antimicrobienne chez le neutrophile humain en presence de 
mucine respiratoire. 
De plus en plus, Ton reconnatt 1'importance les peptides antimicrobiens dans 
les defenses immunes innees que ce soit a l'interieur du phagolysosome neutrophilique 
ou extracellulairement dans les voies pulmonaires. Par exemple, plusieurs groupes de 
recherche ont demontre 1'importance du lysosyme dans les defenses innees 
pulmonaires. Sa surexpression dans les cellules bronchiolaires non-ciliees et les 
cellules epitheliales alveolaires favorise la clairance et la mortalite des bacteries 
Pseudomonas aeruginosa via l'augmentation de la chemokine MIP-2 et le recrutement 
eleve de neutrophiles polymorphonucleaires (Akinbi, Epaud et al. 2000). La 
xenogreffe de glandes submucosales, principal secreteur de lysosyme, chez le furet 
facilite egalement la clairance pulmonaire des Pseudomonas aeruginosa. Une plus 
grande activite antimicrobienne du lysosyme et de la lactoferrine a ete mesuree dans 
ce modele demontrant ainsi leur contribution dans Pelimination des pathogenes 
(Dajani, Zhang et al. 2005). Inversement, le developpement de souris deficientes en 
lysosyme de type M engendre une susceptibilite aux Pseudomonas aeruginosa n'etant 
pas associee a un defaut de recrutement leucocytaire (Cole, Thapa et al. 2005). Etant 
fortement implique dans 1'eradication des pathogenes pulmonaires et retrouve non 
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seulement dans le ASL mais aussi dans les granules des neutrophiles, l'effet de la 
mucine respiratoire FK sur l'activite antimicrobienne du lysosome a done ete teste. 
Le pre-traitement a la mucine des bacteries Pseudomonas aeruginosa affecte 
grandement la capacite bactericide du lysosyme sans toutefois entrafner une 
diminution de son activite enzymatique (resultat realise au laboratoire, non publie). 
Ayant un deuxieme mecanisme antibacterien, soit une structure fortement chargee 
positivement, 1'interaction entre les charges positives du lysosyme et les charges 
negatives de la mucine respiratoire FK pourrait expliquer cette diminution d'activite. 
Ces resultats sont en accord avec ceux de differents groupes qui ont egalement 
demontre une association entre les peptides antimicrobiens et les glycoproteines 
anioniques. En fait, le groupe de Weiner et al (Weiner, Bucki et al. 2003)a remarque 
la formation d'amas entre la F-actine/ADN et des agents antimicrobiens tels que la 
cathelicidine LL-37, la p-defensine, la lactoferrine et la tobramycine. Tout comme 
nous, les auteurs speculent que 1'interaction entre les charges positives des agents 
antimicrobiens et les charges negatives de l'actine et l'ADN cause la diminution de 
leurs fonctions antibacteriennes (Weiner, Bucki et al. 2003). De plus, le groupe de 
Kerstein Felgentreff et al (Felgentreff, Beisswenger et al. 2006) supporte cette idee 
puisqu'il a egalement demontre une interaction electrostatique par dichroi'sme 
circulaire entre la mucine gastrique de pore et la cathelicidine LL-37. En fait, cette 
interaction entraine la formation d'une helice-a chez la cathelicidine LL-37 causant 
ainsi la perte de sa fonction antibacterienne contre les Pseudomonas aeuriginosa et les 
Streptococcus (Felgentreff, Beisswenger et al. 2006). Finalement, similairement, 
certains fluides biologiques riches en glycosaminoglycans possedent la capacite 
d'entraver l'effet antimicrobien de la cathelicidine LL-37 via une competition de 
88 
liaison a la membrane bacterienne. Le groupe affirme egalement que cette interaction 
proviendrait de l'association des charges positives du peptide antibacterien et 
negatives des glycosaminoglycans puisque l'ajout de polycations renverse la 
diminution fonctionnelle de la cathelicidine LL-37 (Baranska-Rybak, Sonesson et al. 
2006). Les resultats que nous avons obtenus concordent avec ceux des differents 
groupes et demontrent une inhibition de l'activite antibacterienne du lysosyme par la 
mucine respiratoire FK via probablement 1'interaction des charges opposees et permet 
de presumer aussi une inhibition des autres proteines/peptides antimicrobiens presents 
dans le phagolysosome du neutrophile. 
Le lysosyme est present en forte concentration dans les granules des 
neutrophiles mais on y retrouve egalement une pleiade de proteines et peptides 
antimicrobiens. Tel que le lysosyme, ceux-ci sont fortement charges positivement et 
possede un pouvoir antibacterien. Certaines equipes scientifiques ont d'ailleurs 
demontre l'importance de ces peptides/proteines dans le processus de mortalite 
bacterienne chez le neutrophile. Par exemple, le developpement de souris deficientes 
en cathepsin G et/ou en elastase neutrophile ayant un systeme de respiration oxydative 
intact sont susceptibles a plusieurs souches bacteriennes (Belaaouaj, McCarthy et al. 
1998; Tkalcevic, Novelli et al. 2000; Reeves, Lu et al. 2002; Ahluwalia, Tinker et al. 
2004). Le groupe de Brinkmann et al a egalement demontre l'importance des peptides 
antimicrobiens retrouves dans les granules neutrophiliques. La formation de NETs par 
le neutrophile contenant de l'ADN et des fortes concentrations d'elastase 
neutrophilique, de cathepsine G et de lactoferrine permet la sequestration et la 
mortalite des bacteries a Gram positif et a Gram negatif (Brinkmann, Reichard et al. 
2004). Ceci permet d'affirmer que la presence unique des oxydants est insuffisante 
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dans l'eradication de certains pathogenes et que les peptides antimicrobiens 
granulaires exerce un role d'egale importance. Nous nous sommes done demandes si 
la diminution de l'activite antimicrobienne du neutrophile etait causee seulement par 
l'inhibition du lysosyme ou bien par la diminution d'activite du contenu total des 
granules. Tel que postule, la pre-incubation des bacteries Pseudomonas aeruginosa 
diminue de facon significative le pouvoir antibiotique du contenu granulaire 
neutrophilique. Tout comme le lysosyme, l'inhibition de l'activite du contenu 
granulaire peut s'expliquer par la neutralisation de leurs charges positives. 
L'inhibition du contenu des granules des neutrophiles humains par la mucine 
respiratoire permet d'expliquer, en partie, le defaut de fonctionnalite des neutrophiles 
puisque les peptides et proteines granulaires jouent un role tres important dans le 
processus antimicrobien. 
La diminution de l'activite antimicrobienne du lysosyme et du contenu total 
granulaire des neutrophiles par la mucine respiratoire semble etre causee par la 
neutralisation de leurs charges positives. En fait, par sa structure hautement negative, 
la mucine respiratoire sequestrerait les divers peptides antibiotiques via l'association 
des charges opposees engendrant ainsi une perte d'activite antimicrobienne. Afin de 
verifier l'hypothese d'une neutralisation des charges, nous avons teste l'effet de la 
mucine respiratoire FK sur un peptide synthetique positif soit la poly-L-lysine. La 
poly-L-lysine engendre bel et bien la mortalite bacterienne des PAOl via la presence 
de charges positives sur sa structure. De plus, une pre-incubation des bacteries PAO1 
en presence de mucine respiratoire FK entraine, tel que le lysosyme et le contenu total 
des granules, une diminution de son activite antibacterienne. Inversement, pour 
renforcir l'hypothese que la mucine respiratoire inhibe l'activite antimicrobienne grace 
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a sa structure fortement negative, nous avons utilise une autre glycoprotein chargee 
negativement soit la chondroi'tine sulfate. Tel qu'avec la mucine respiratoire FK, la 
pre-incubation des bacteries PAOl avec la chondroi'tine sulfate diminue 
significativement l'activite antimicrobienne du lysosyme neutrophilique. Ces resultats 
suggerent ainsi que la structure hautement negative de la mucine respiratoire FK peut 
etre un element important et peut permettre son association avec les divers peptides 
antimicrobiens positifs pouvant causer ainsi une diminution de la reconnaissance des 
bacteries et une diminution de leur activite antimicrobienne. 
Tel que mentionne precedemment, le lysosyme est retrouve a la fois dans les 
granules du neutrophile mais aussi dans le ASL. Puisque l'activite antimicrobienne du 
lysosyme neutrophilique est inhibee par la mucine respiratoire FK, ceci amene a 
extrapoler son inhibition au niveau extracellulaire. En fait, la mucine respiratoire, 
etant fortement concentree et epaissie a la surface epitheliale pulmonaire FK, peut 
engendrer premierement des effets inhibiteurs sur la majorite des peptides 
antimicrobiens extracellulaire et ensuite sur l'activite antimicrobienne du neutrophile 
entrainant ainsi des infections bacteriennes chroniques. Afin de verifier ce 
phenomene, nous avons teste l'effet de la mucine respiratoire FK sur la p-defensine 
humaine 2. Tel que presente dans la section resultats, la mucine respiratoire FK 
diminue de facon significative la capacite bactericide de la P-defensine humaine 2. Ce 
resultat confirme une inhibition de la P-defensine humaine 2 via probablement une 
neutralisation des charges et permet egalement de suggerer une inhibition potentielle 
de plusieurs autres peptides antibacteriens extracellulaires tels que le lysosyme, la 
lactoferrine et le SLPI puisque ceux-ci possedent des mecanisme antimicrobiens 
similaires. 
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Finalement, nous avons verifie si la diminution du pouvoir bactericide des 
peptides antibacteriens etait uniquement specifique a la mucine respiratoire FK ou 
pouvait egalement se produire en presence de diverses mucines. Ainsi, de la mucine 
salivaire provenant de sujets sains a ete utilisee. Une diminution de Pactivite 
antimicrobienne du lysosyme neutrophilique et de la P-defensine humaine 2 a ete 
egalement remarquee lorsque les bacteries PAOl sont pre-traitees a la mucine 
salivaire. Puisque la mucine salivaire possede une structure fortement similaire a la 
mucine respiratoire FK et puisque nous l'avons utilisee a des concentrations identiques 
(concentrations refletant ce que Ton retrouve dans les voies respiratoires FK), ceci 
nous suggere que la perte de pouvoir bactericide des peptides antimicrobiens provient 
de 1) la structure hautement negative de la mucine et de 2) la forte concentration et 
d'epaisseur de celle-ci. Ainsi, tel que presente dans la section introduction, la 
deficience de la proteine CFTR cause une deshydratation de Perithelium engendrant 
une concentration et un epaississement de la mucine respiratoire qui, une fois 
fortement concentree, entrainerait a son tour une diminution de Pefficacite des 
peptides extracellulaires et des neutrophiles polymorphonucleaires. 
Dans le futur, il serait interessant de mieux elucider le mecanisme par lequel la 
mucine respiratoire FK permet la diminution de l'activite antimicrobienne des peptides 
antimicrobiens neutrophiliques et extracellulaires. Egalement, des experiences 
demontrant la penetration de la mucine respiratoire FK dans le phagolysosome du 
neutrophile serait un atout a nos recherches. De plus, il serait important de verifier si 
l'ajout de polycations et/ou de proteines fragmentaires pouvait renverser 1'association 
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de la mucine avec les peptides antibiotique et ainsi permettre le retablissement de leur 
activite antimicrobienne. 
Tel que mentionne dans la section introduction, la concentration et Pepaisseur 
de la mucine respiratoire sont regulees grace a la proteine CFTR via l'absorption et la 
secretion d'eau, d'ions sodium et d'ions chlorures, la decouverte d'une solution 
permettant de liquefier la mucine respiratoire FK serait egalement un atout pour 
reduire le nombre d'exacerbations chez ses patients. 
S'il est possible de retablir la fonction antimicrobienne du neutrophile et des 
peptides extracellulaires avec des nouvelles molecules ou de liquefier la mucine 
respiratoire FK concentree, des etudes in vivo a long terme sur un modele animal 
seraient une avenue interessante a explorer afin d'evaluer le potentiel de ces nouvelles 
molecules sur la diminution des infections bacteriennes et ainsi ouvrir la possibility a 
de nouveaux traitements therapeutiques pour les patients atteints de maladies 
caracterisees par une hypersecretion/hyperproduction de mucine tel que la FK mais 
aussi l'asthme et la MPOC (maladie pulmonaire obstructive chronique). 
Dans cette etude, nous avons demontre que la mucine respiratoire FK diminue 
grandement Pactivite antimicrobienne du neutrophile humain sans toutefois affecter sa 
capacite de phagocytose. Puisque la mucine respiratoire forme un complexe avec les 
bacteries PAOl, il semble evident que celle-ci penetre a Pinterieur du phagolysosome 
lors de 1'ingestion des bacteries. A cet endroit, la mucine peut interferer sur deux 
mecanismes distincts : 1) le mecanisme dependant de Poxygene et, 2) le mecanisme 
independant a Poxygene. 
93 
Nous avons demontre que la mucine respiratoire n'affecte pas le mecanisme 
dependant de Poxygene. En effet, la mucine respiratoire n'inhibe pas l'activite du 
complexe de la NADPH oxydase, done ne diminue pas la production d'oxydants dans 
le phagolysosome. De plus, ayant une capacite antioxydante specifique seulement 
contre Phypochlorite de sodium, la mucine respiratoire n'inhibe pas le pouvoir 
bactericide des principaux oxydants effecteurs soit les radicaux anioniques 
superoxydes et le peroxyde d'hydrogene, principaux oxydants bactericides. La 
diminution de l'activite antimicrobienne du neutrophile en presence de mucine 
respiratoire FK ne peut done pas s'expliquer par une defaillance du mecanisme 
dependant de l'oxygene. 
Par contre, nous avons demontre que la mucine respiratoire diminue fortement 
la capacite antimicrobienne des peptides et proteines presentes dans les granules des 
neutrophiles humains. Etant considerees cruciales dans le processus bactericide du 
neutrophile, leur inhibition explique, en grande partie, pourquoi le neutrophile humain 
ne possede pas un pouvoir antimicrobien en presence de mucine respiratoire. 
Nous avons egalement demontre que la mucine respiratoire FK cause une 
perte d'activite antimicrobienne chez un peptide extracellulaire, la |3-defensine 
humaine 2. Cette inhibition retrouvee a la fois au niveau extracellulaire et au niveau 
intracellulaire (phagolysosome du neutrophile) s'explique en partie par le phenomene 
de neutralisation des charges. En fait, nous postulons que la mucine respiratoire 
hautement anionique s'associe aux peptides antibiotiques charges positivement creant 
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une competition de liaison a la membrane bacterienne et entratnant une diminution de 
la mortalite bacterienne. 
Enfin, ce processus de diminution de Pactivite antimicrobienne des peptides 
antibacteriens n'est pas specifique a la mucine respiratoire FK mais peut egalement 
s'appliquer lors de Putilisation de mucine salivaire purifiee de sujets sains. Ceci nous 
suggere que la presence d'infection chronique chez les patients FK peut bel et bien 
etre causee par la diminution des fonctions antibacteriennes des peptides et des 
neutrophiles via le phenomene de concentration et d'epaississement de la mucine 
respiratoire FK et non par une quelconque caracteristique unique de celle-ci puisque 
^utilisation de mucine salivaire de sujets sains engendre des effets forts similaires. 
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